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11 Einleitung
Der Vormagen der Wiederkäuer hat für den Aufschluss und die Verwertung von
rohfaserreichen Nahrungsbestandteilen eine besondere Funktion. Der größte Anteil
dieser aufgenommenen Kohlenhydrate wird mikrobiell zu kurzkettigen Fettsäuren
fermentiert. Diese werden aus dem Pansen resorbiert und stehen dem Organismus zur
Energieversorgung und Glukoneogenese zur Verfügung.
Wie neuere Untersuchungen zeigen, gewinnt aber auch der Aspekt einer möglichen
direkten Aufnahme von Glukose sowohl aus dem Dünndarm als auch aus dem Pansen
eine zunehmende Bedeutung, zumal der Anteil leicht fermentierbarer Kohlenhydrate bei
der Wiederkäuerfütterung stark zugenommen hat. Nachdem beim Wiederkäuer die
intestinale Glukoseresorption über einen sekundär aktiven Natrium-Glukose-
Kotransporter (SGLT-1) nachgewiesen wurde (SHIRAZI-BEECHEY et al. 1991),
konnte auch im Epithel der Pansenschleimhaut die Existenz dieses Transporters sowohl
molekularbiologisch als auch funktionell gezeigt werden (ASCHENBACH et al.
2000a,b). Zur Bedeutung und Regulation des ruminalen SGLT-1 existierten bisher
jedoch keine Angaben.
Vom Darm ist bekannt, dass die Aktivität des SGLT-1 bereits Unterschiede im Hinblick
auf die phylogenetische Anpassung an ein unterschiedliches Nahrungsangebot zeigt. So
ist bei Wiederkäuern, die vorwiegend leicht verdauliche Kohlenhydrate aufnehmen
(Ernährungstyp „Intermediärtyp“, z.B. Damwild, Dama dama L.), die Expression des
SGLT-1 und die damit verbundene Aktivität im Dünndarm deutlich höher als bei
Wiederkäuern, die sich sehr rauhfaserreich ernähren („Rauhfutterkonsumenten“, z.B.
Schaf, Ovis aries L) (SHIRAZI-BEECHEY et al. 1991; WOOD et al. 2000).
Des Weiteren wird der intestinale SGLT-1 kurzfristig durch das Substratangebot (leicht
verdauliche Kohlenhydrate) und durch stoffwechselaktive Hormone reguliert. So
belegten mehrere Studien an Xenopus-laevis-Oozyten, Niere und Dünndarm von
Monogastriern und Wiederkäuern die substratinduzierte Stimulierbarkeit der intestinalen
Glukoseresorption (FERRARIS et al. 1992; WRIGHT et al. 1997). DYER et al. (2003)
konnten kürzlich zeigen, dass die Substratstimulation des intestinalen SGLT-1 über den
2intrazellulären Signalweg des zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP) erfolgt. Der
selbe second messenger cAMP vermittelt auch den Effekt verschiedener Hormone auf
die Glukoseresorption. Insbesondere ist eine cAMP-abhängige Stimulation der
Glukoseresorption für die Hormone Adrenalin, Noradrenalin (ISHIKAWA et al. 1997),
Glukagon 29 (FERRARIS und DIAMOND 1997) und Glukagon 37 (STÜMPEL et al.
1997) im Dünndarm von monogastrischen Tieren belegt. Es gibt bei diesen Tieren
außerdem Beobachtungen hinsichtlich einer Veränderung im Plasmaspiegel bestimmter
Hormone nach experimenteller Erhöhung der intestinalen Glukosekonzentration. Erste
Untersuchungen an Wiederkäuern bestätigten zumindest eine tendenzielle Erhöhung des
Plasmaspiegel von Glukagon 29 nach Glukosezugabe (KNOWLTON et al. 1998).
In Anbetracht der bekannten Informationen über den intestinalen SGLT-1 sollte in der
vorliegenden Arbeit anhand von In-vitro-Untersuchungen festgestellt werden, inwiefern
die vom Darm bekannten Regulationsmechanismen des SGLT-1 auch für das
Pansenepithel der Wiederkäuer gelten.
Im Einzelnen ging es dabei um die Beantwortung folgender Fragen:
1. Ist die Transportleistung des ruminalen SGLT-1 vom Ernährungstyp abhängig?
2. Kann sich die Transportleistung des ruminalen SGLT-1 kurzfristig in Abhängigkeit
von der Glukoseverfügbarkeit ändern?
3. Wird der ruminale SGLT-1 durch stoffwechselaktive Hormone beeinflusst?
In Abhängigkeit von den Ergebnissen dieser einführenden Untersuchungen sollte für
einen Regulationsweg der zugrundeliegende Mechanismus detailliert aufgeklärt werden.
32 Literaturübersicht
2.1 Bedeutung der Glukose für die Energieversorgung der
Wiederkäuer
Allgemein wird davon ausgegangen, dass Wiederkäuer bis zu 80% ihres Energiebedarfes
über die im Vormagen gebildeten, kurzkettigen Fettsäuren (v.a. Azetat, Propionat und
Butyrat) decken können (MERCHEN 1988; BERGMAN 1990; TITUS u. AHEARN
1992). Aufgrund der hohen mikrobiellen Umwandlungsrate von Kohlenhydraten zu
kurzkettigen Fettsäuren wurde in der Vergangenheit vermutet, dass Glukose bei den
Resorptionsvorgängen im Vormagen nur eine unbedeutende Rolle spielt. Diese
Vermutung gründet sich v.a. auf die Beobachtung, dass bei Tieren, die vorwiegend mit
Heu (rauhfaserreich) gefüttert werden, im Pansen kaum Glukose (<0,7 mmol/l
Panseningesta) nachweisbar ist (KAJIKAWA et al. 1997). Seit jedoch die rauhfaserreiche
Fütterung in der Wiederkäuerhaltung immer mehr zugunsten einer energiereichen
Kraftfuttersupplementierung zur Leistungssteigerung zurückgedrängt wird (EVANS u.
BUCHANAN-SMITH 1975; ALLEN 1991), ändert sich die Zusammensetzung der in
den Vormagen gelangenden Futterbestandteile bzw. Nährstoffe. Ziel dieser
Fütterungsregimes ist unter anderem ein erhöhter Durchfluss von Kohlenhydraten in den
Dünndarm unter Umgehung des mikrobiellen Abbaus, um eine direkte
(autoenzymatische) Verdauung und Resorption der Kohlenhydrate im Dünndarm zu
erreichen (NOCEK u. TAMMINGA 1991). Aufgrund dessen kann der Anteil an leicht
fermentierbaren Kohlenhydraten in der Ration hohe Konzentrationen erreichen.
Eine Akkumulation von leicht fermentierbaren Kohlenhydraten im Pansen kann zur
bakteriellen Dysfermentation und Laktatanhäufung führen, aufgrund dessen es zu einer
Pansenazidose kommen kann. Studien von GANTER et al. (1993) zur Steigerung des
intraruminalen Glukosegehaltes durch Weizenfütterung führten zu einer
Glukosekonzentration von über 10 mmol/l Panseninhalt, einhergehend mit einer klinisch
nachweisbaren Azidose. In Untersuchungen zur Azidoseauslösung von OWENS et al.
(1998) traten vereinzelt sogar Glukosekonzentrationen bis zu 70 mmol/l Panseninhalt
4auf. Es ergibt sich die Frage, was mit der „überschüssigen“ Glukose im Pansen geschieht,
bzw. ob die Wiederkäuer diese Glukose bereits dort resorbieren und nutzen können.
2.1.1 Ruminale Glukose: Aufnahme und Resorptionsmechanismen
Wie aus den oben angeführten Beispielen ersichtlich wird, gibt es Hinweise darauf, dass
größere Konzentrationen von Stärke bzw. Glukose im Pansen auftreten und auch bis
zum Dünndarm gelangen können. Untersuchungen von ORSKOV (1986a) und
McCARTHY et al. (1989) belegten, dass bei kraftfutterreicher Fütterung bis zu 50 % der
in der Ration enthaltenen Stärke das Vormagensystem ohne ruminalen Abbau passieren
können.
Wenn einerseits größere Mengen leicht fermentierbarer Kohlenhydrate den Pansen ohne
mikrobiellen Abbau verlassen, kann andererseits prinzipiell auch bakteriell „unversehrte“
Glukose im Pansen resorbiert werden, sofern ein Aufnahme-mechanismus zur Verfügung
steht. Bereits in der 50er Jahren gingen Untersuchungen der Vermutung nach, ob eine
ruminale Glukoseaufnahme stattfindet. In Versuchen von DOUGHERTY et al. (1956)
wurde nach intraruminaler Zugabe von Glukose bei Rindern und Schafen innerhalb von
Minuten ein Anstieg der Blutglukosekonzentration gemessen. Des weiteren beobachtete
TSUDA (1956) am gewaschenen Miniaturpansen von Ziegen nach intraruminaler
Glukoseinfusion eine Glukoseaufnahme entgegen einem bestehenden
Glukosekonzentrationsgradienten von 4,5 mmol/l im Plasma der Jugularvene und 2,3
mmol/l in der Pansenflüssigkeit. Der Autor schloss daher auf ein aktives Transportsystem
für Glukose. Auch bei den eingangs beschriebenen Untersuchungen von GANTER et al.
(1993) zur stärkereichen Fütterung konnte ein Anstieg der Glukosekonzentration im
Blutplasma festgestellt werden, der mit dem Konzentrationsanstieg der Glukose im
Vormagen einherging. Bei In-vivo-Versuchen von ASCHENBACH et al. (2000a) wurde
eine Glukoseaufnahme aus dem Pansen von mehr als 6 mmol/h bei einer intraruminalen
Glukosekonzentration von 12 mmol/l gemessen. Neben diesen funktionellen Hinweisen
erbrachte der molekularbiologische Nachweis von mRNA eines natriumabhängigen
Glukosetransporters (SGLT-1) in der Vormagenwand (ZHAO et al. 1996;
5ASCHENBACH et al. 2000b) einen eindeutigen Hinweis auf die prinzipielle Fähigkeit
des Pansens, Glukose zu resorbieren.
Die Glukoseresorption im Pansen wurde als ein sekundär aktiver Transportprozess
charakterisiert. Im Gegensatz zur Theorie von PAPPENHEIMER u. REISS (1987), die
für die Glukoseaufnahme hauptsächlich den parazellulären „solvent drag“ postulierten
und dem SGLT-1 nur eine initiale Schlüsselfunktion zusprachen, stellte sich bei den In-
vivo-Untersuchungen von ASCHENBACH et al. (2000a) der ruminale Glukosetransport
als hauptsächlich SGLT-1-vermittelt dar. Weitere Untersuchungen zur Existenz und
Funktionsweise des ruminalen SGLT-1 beim Schaf wurden im Rahmen der
Dissertationsarbeiten von SCHABERG (1998) und KURZE (2001), welche der
vorliegenden Arbeit vorangingen, durchgeführt. Die Funktionalität des SGLT-1 wurde
nach Glukosezugabe anhand von Veränderungen der elektrophysiologischen
Eigenschaften des Pansenepithels, welche auf elektrogene Transportprozesse hindeuten,
aufgezeigt. Neben diesen Untersuchungsergebnissen wurden von ASCHENBACH et al.
(2000b) die bisher am Pansen bekannten grundlegenden Charakteristika dieses
Transportmechanismus dargestellt (siehe dazu auch Kap. 2.2).
Angesichts des funktionellen Nachweises der Glukoseaufnahme ergibt sich die Frage
nach der Bedeutung dieses Transportmechanismus für das Pansenepithel bzw. den
gesamten Organismus. Bei einem moderaten Stärkegehalt in der Fütterung ist die
Bedeutung der SGLT-1-vermittelten Glukoseaufnahme aus dem Pansen für den
Gesamtorganismus sicherlich zu vernachlässigen, da in diesem Fall die Gesamtmenge der
über das Epithel aufgenommenen Glukose sehr gering ist (ASCHENBACH et al.
(2000a). Bei einem starken Anstieg der ruminalen Glukosekonzentration, wie er in den
Studien von GANTER et al. (1993), OWENS et al. (1998) und ASCHENBACH et al.
(2000a) untersucht wurde, könnte die Glukoseaufnahme allerdings relevante
Größenordnungen erreichen. Dieser Aspekt führte zu der Vermutung, dass die schnelle
Resorption erhöhter Mengen leicht verdaulicher Kohlenhydrate ein Schutzmechanismus
des Pansens bei drohender oder beginnender Pansenazidose darstellen könnte
(ASCHENBACH et al. 2000a).
6Die apikal in die Pansenepithelzellen aufgenommene Glukose kann entlang des
Konzentrationsgefälles basolateral über erleichterte Diffusion in die Blutbahn gelangen.
Umgekehrt kann das Pansenepithel in Abwesenheit ruminaler Glukose durch eine
passive, basolaterale Aufnahme über die Blutbahn mit Glukose versorgt werden
(SCHABERG 1998). Die basolaterale erleichterte Diffusion erfolgt passiv über
sogenannte Glukose-Transporter-Proteine (GLUT; LIENHARD et al. 1992), wobei im
Pansenepithel bisher die Anwesenheit von GLUT 2 angenommen wird (SCHABERG
1998). Der basolaterale Übertritt von Glukose über den GLUT kann durch Cytochalasin
B gehemmt werden (LACHAAL et al. 2000).
2.1.2 Intestinale Glukoseaufnahme bei Wiederkäuern
Bei der intestinal vorhandenen Glukose handelt es sich um Abbauprodukte der
sogenannten Durchflussstärke, welche dem mikrobiellen Abbau im Vormagen entgangen
sind. Diese stehen dem enzymatischen Aufschluss und der Resorption im Dünndarm zur
Verfügung (siehe Kap. 2.1.1). Dass Kohlenhydrate in nennenswerten Konzentrationen im
Darm der Wiederkäuer vorhanden sein können, wurde durch den Nachweis von Stärke
im Kot bereits 1977 von WHEELER et al. gezeigt. Zur Frage der intestinalen
Glukoseresorptionskapazität bei Wiederkäuern findet man unterschiedliche Angaben, die
stark von der Tierspezies und dem Alter abhängen. Bei milchernährten Wiederkäuern
ohne entwickelten Pansen ist die jejunale Glukose- (und auch
Galaktose-) aufnahme lebensnotwendig. Aber auch bei adulten (ruminierenden) Tieren ist
diese Funktion noch marginal erhalten und kann durch erhöhte intraduodenale
Glukosegabe so aktiviert werden, dass annähernd die Aktivität der Glukoseaufnahme bei
Lämmern erreicht wird (SHIRAZI-BEECHEY et al. 1991). In Resorptionsstudien nach
abomasaler Stärkeinfusion beschrieben auch BAUER et al. (1995) bei adulten Schafen
eine geringgradige Glukoseresorption von 9 mmol/h (39 g/Tag).
7Die innerhalb der Ontogenese wechselnde SGLT-1-Aktivität in Abhängigkeit vom
Substratangebot wird in ähnlicher Weise auch bei der phylogenetischen Betrachtung
verschiedener Wiederkäuertypen deutlich. Untersuchungen von WOOD et al. (2000)
zum Vergleich der Expression des SGLT-1 bei verschiedenen adulten Wiederkäuern
ergaben eine wesentlich höhere Anzahl von SGLT-1-spezifischem Protein bei
Konzentratselektierern (Reh) und Intermediärtypen (Damwild) als bei den
Rauhfutterfressern (Rindern und Schafen). Diese Unterschiede werden auf die
Verschiedenartigkeit der Ernährung zurückgeführt, bei der unterschiedliche Mengen an
Glukose in den Dünndarm gelangen können (HOFMANN 1989; SHIRAZI-BEECHEY
et al. 1991; ROWELL et al. 1997).
Da bisher kaum Untersuchungen über den ruminalen SGLT-1 vorliegen, wird im
folgenden Abschnitt die Charakterisierung dieses Transporters hauptsächlich anhand der
Erkenntnisse vorgenommen, die von Untersuchungen am Dünndarm von Wiederkäuern
stammen, ergänzt durch Angaben aus dem Dünndarm von Monogastriern (Ratte, Hund,
Kaninchen).
2.2 Natriumabhängiger Glukosetransport
Die Aufnahme von Glukose zusammen mit Natrium über den apikal gelegenen SGLT-1
in die Epithelzellen ist ein sekundär aktiver Transportmechanismus. Er wird über einen
transmembranalen Natrium-Gradienten angetrieben, welcher wiederum über eine
basolaterale Na+/K+-ATPase aktiv aufrechterhalten wird (WRIGHT 1993). Der SGLT-1
wurde im Dünndarm detailliert charakterisiert. Es handelt sich um ein ca. 340 kD
schweres Homotetramer, welches aus mehreren ca. 75 kD schweren Untereinheiten
besteht (HOPFER 1987; LEVIN 1994; PENG u. LEVER 1995) und an der apikalen
Membran der Epithelzellen lokalisiert ist (HWANG u. HIRAYAMA 1991; WRIGHT
1993). Nach Bindung von zwei Natrium-Ionen an der luminalen Transporterseite kann
durch Konformationsänderung ein Glukose-Molekül von extrazellulär nach intrazellulär
8transportiert werden (WRIGHT et al. 2003). Zusammenfassend wird im Folgenden eine
Auswahl der wichtigsten Eigenschaften des SGLT-1 dargestellt:
ÿ Substratspezifität:
Der SGLT-1 transportiert D-Glukose, D-Galaktose, a -Methyl-D-Glukopyranose
und 3-O-Methyl- a -D-Glukose mit absteigender Affinität (HOPFER 1987; IKEDA
et al.1989; WRIGHT 1993; HEDIGER et al. 1995). Auch wenn die Autoren z.T.
sehr unterschiedliche Werte bezüglich der Höhe einzelner Affinitäten in
Abhängigkeit von der verwendeten Untersuchungsmethode und Tierspezies
erhielten, blieb doch die Rangfolge der Substratbindung bei allen untersuchten
Tierarten unverändert (HIRAYAMA et al. 1996).
ÿ Sättigbarkeit:
Wie alle sekundär aktiven Transportvorgänge ist auch der Glukosetransport über
den SGLT-1 sättigbar. Eine typische Sättigungskinetik in Abhängigkeit von der
Glukosekonzentration findet man u.a. in den Glukosetransportstudien von
CHEESEMAN et al. (1990) und ASCHENBACH et al. (2000b).
ÿ Natriumabhängigkeit:
Für die gemeinsame Aufnahme von Glukose und Natrium ist der Natriumgradient,
welcher durch die Na+/K+-ATPase aktiv aufrechterhalten wird, die treibende Kraft
(CRANE et al. 1961; HIRAYAMA u. WRIGHT 1993). Durch die Bindung von
Natrium an den SGLT-1 erhöht sich dessen Affinität für Glukose (LEVER 1992).
Bei völliger Abwesenheit von extrazellulärem Natrium kommt der
Glukosetransport über den SGLT-1 zum Erliegen (WRIGHT et al. 1994;
ASCHENBACH et al. 2000a). Aufgrund dieser Eigenschaft kann der SGLT-1
gehemmt werden, indem man Natrium zum Beispiel durch Kalium oder andere
monovalente Kationen ersetzt.
9ÿ Selektive Hemmbarkeit:
Der Glukosetransport über den SGLT-1 ist durch das Glukosid Phlorizin hemmbar.
Die Hemmung erfolgt durch kompetitive Anlagerung an die Glukosebindungsstelle
des Proteins (NEWEY et al. 1959; KIMMICH 1990; ASCHENBACH et al.
(2000b).
ÿ Elektrogenität:
Der Kotransport von Natriumionen in das Epithel bewirkt eine Verschiebung von
positiven Ladungen aus dem Extrazellulärraum (mukosal) zunächst in das Epithel
und aufgrund weiterer Transportmechanismen auf die serosale Seite. Damit ist eine
Änderung des in vitro messbaren epithelialen Kurzschlussstroms (Isc) verbunden
(SCHULZ u. ZALUSKY 1964; SCHABERG 1998). Die Erhöhung des
epithelialen Isc ist in diesem Fall Ausdruck einer vermehrten Aufnahme positiv
geladener Ionen über die apikale Membran.
Aufgrund der spezifischen Eigenschaften des SGLT-1, wie sie in dieser Auswahl
dargestellt wurden, lässt sich eine Beteiligung dieses Transporters an der
Glukoseaufnahme in Epithelien qualitativ und quantitativ charakterisieren. Besonders die
Kriterien Natriumabhängigkeit, Phlorizinhemmbarkeit und Elektrogenität bildeten die
Grundlage zur Identifizierung der SGLT-1-vermittelten Glukoseaufnahme in den
Untersuchungen dieser Arbeit.
2.3 Regulationsprinzipien des intestinalen SGLT-1
Die bisherigen Erkenntnisse zur Regulation des SGLT-1 beziehen sich auf
Untersuchungen an Darmepithelien von Wiederkäuern (SHIRAZI-BEECHEY et al.
1991; DYER et al. 1996; WOOD et al. 2000) und monogastrischen Tieren (FERRARIS
u. DIAMOND 1997; ISHIKAWA 1997; STÜMPEL et al. 1997). Darüber hinaus
wurden grundlegende Mechanismen auch am SGLT-1 verschiedener Spezies nach
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molekularer Klonierung und Expression in Xenopus laevis-Oozyten untersucht
(HIRSCH et al. 1996; WRIGHT et al. 1997). Zum ruminalen SGLT-1 gibt es in dieser
Hinsicht noch keine Angaben. Die Hypothese dieser Arbeit geht davon aus, dass man für
eine eventuelle Regulierbarkeit der SGLT-1-vermittelten Glukoseaufnahme eine
prinzipielle Übereinstimmung mit dem SGLT-1 anderer Gewebe annehmen kann.
Bezüglich einer eventuell vorhandenen Regulation und Stimulierung des SGLT-1 wurden
an anderen Geweben mehrere Angriffsmöglichkeiten herausgestellt:
Zum einen könnte die Anzahl der Transportproteine erhöht werden bzw. der Abbau
dieser Proteine verhindert oder verzögert werden. Die Erhöhung der Anzahl kann
wiederum über verschiedene Wege erfolgen: a.) über eine vermehrte Transkription von
SGLT-1-spezifischer mRNA, b.) über eine vermehrte Translation der SGLT-1-mRNA in
eine Aminosäuresequenz oder c.) posttranslational über ein beschleunigtes Protein-
„processing“ und einen verstärkten Membraneinbau. Andererseits könnte auch die
Transportaktivität der vorhandenen SGLT-1-Proteine aufgrund einer Änderung der
Substrataffinität oder durch Überführung des Transporters in eine aktive Form
beeinflusst werden. Es herrschen unterschiedliche Ansichten darüber, welche der
beschriebenen Mechanismen für den SGLT-1 eine Rolle spielen, bzw. ob auch eine
Kombination dieser Regulationswege möglich sein kann.
Eine Erhöhung der Anzahl der Transportproteine auf transkriptionellem Wege
postulieren unter anderem SHIRAZI-BEECHEY (1996) und DONG et al. (1997).
Dieser Weg entspräche einer längerfristigen Regulation, da die Transportproteine erst
synthetisiert werden müssen. Für eine kurzfristige Regulation des SGLT-1 über
translationale und posttranslationale Prozesse gibt es Hinweise bei FREEMAN et al.
(1993), LESCALE-MATYS et al. (1993) und FERRARIS u. DIAMOND (1997). BIRD
et al. (1996) machen sowohl einen verminderten Abbau des Transporters als auch eine
Erhöhung der Substrataffinität für die gesteigerte Glukoseaufnahme verantwortlich. Die
Regulation der Transporterdichte in der apikalen Membran kann u.a. über Exo- und
Endocytose geschehen (HIRSCH et al. 1996; WRIGHT et al. 1997).
Als Nachweis einer Aktivierung des SGLT-1 durch Phosphorylierung wurden von
ISHIKAWA et al. (1997) die Phosphorylierungsstellen des SGLT-1 charakterisiert und
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eine Transporterphosphorylierung nach Adrenalinstimulation im Rattendünndarm
nachgewiesen. Studien an anderen Geweben (z.B. Niere) bestätigen dieses Prinzip der
Regulation (WRIGHT et al. 1997; IKARI et al. 2001).
Unter der Voraussetzung, dass diese oben beschriebenen kurz- und langfristigen
Regelmechanismen auch für den ruminalen SGLT-1 gelten, kann man vermuten, dass
prinzipiell auch im Pansen der Wiederkäuer sowohl eine langfristige als auch eine
schnelle Anpassung der SGLT-1-vermittelten Glukoseaufnahme möglich ist.
2.3.1 Abhängigkeit des SGLT-1 vom Ernährungstyp
Untersuchungen bei Schafen haben eine ontogenetische Anpassung der
Glukoseaufnahmerate in Abhängigkeit von der Futterzusammensetzung während der
Aufzucht belegt. Während der Aufzucht von Lämmern sind die in der Milch enthaltenen
Kohlenhydrate (v.a. Laktose) noch Hauptenergielieferant und gelangen unter Umgehung
des noch nicht entwickelten Pansens in den Dünndarm und werden dort resorbiert. Mit
der Futterumstellung auf Rauhfutter (Heu, Gras, Silage) beginnt sich der Pansen zu
entwickeln. Die Aufnahme von leicht verdaulichen Kohlenhydraten mit dem Futter nimmt
drastisch ab, und im Pansen beginnt die mehr oder minder vollständige bakterielle
Fermentation langkettiger Kohlenhydrate zu Fettsäuren (SHIRAZI-BEECHEY et al.
1991). Hinsichtlich dieser Futterumstellung beim adulten Wiederkäuer gibt jedoch relativ
große phylogenetische Unterschiede zwischen einzelnen „Ernährungstypen“. Nach
HOFMAN (1989) wird zum Einen unterschieden in Rauhfutterkonsumenten, die sich
phylogenetisch an eine sehr faserreiche Diät angepasst haben und in freier Natur kaum
leicht verdauliche Kohlenhydrate aufnehmen (Rind und Schaf). Zum Anderen existieren
Konzentratselektierer, die sehr stark an eine Diät mit leicht verdauliche Kohlenhydrate
adaptiert sind (Elch und Rehwild). Dazwischen stehen die Intermediärtypen, die leichter
verdauliche Pflanzen bzw. Pflanzenteile bevorzugen, aber bei Futterknappheit auch
faserreiches Futter noch hinreichend verwerten können (Damwild und Ziege). Bezüglich
der Kohlenhydratverwertung und intestinalen Glukoseresorption liegen bisher v.a.
vergleichende Untersuchungen von Schaf und Damwild vor. Da das Damwild einen
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geringeren Anteil an faserreichen Polysacchariden aufnimmt als das Schaf, ist die
mikrobielle Fermentation im Pansen bei Damwild deutlich geringer, gemessen an der
Konzentration der dabei entstehenden kurzkettigen Fettsäuren (OSWALD et al. 1997).
Demgegenüber ist die Konzentration von leicht verdaulichen Kohlenhydraten im
Dünndarm beim Damwild viel höher als beim Schaf (ROWELL et al. 1997; WOOD et al.
2000). Daran gekoppelt ist eine höhere Präsenz des intestinalen Natrium-Glukose-
Kotransporters SGLT-1 beim Damwild im Vergleich zum Schaf und vermutlich eine
höhere Glukoseaufnahme-Kapazität (WOOD et al. 2000). Es sind bisher keine
vergleichenden Studien hinsichtlich der Verhältnisse im Pansen von Schaf und Damwild
bekannt. Man könnte einerseits vermuten, dass auch im Pansen vom Damwild eine
erhöhte Glukoseresorption in Anpassung an den Ernährungstyp vorliegt. Andererseits
wird die Adaptation an die leicht verdauliche Kohlenhydratdiät jedoch häufig in einer
schnelleren Passage der ruminalen Kohlenhydrate hin zum Dünndarm gesehen (WOOD
et al. 2000; ROWELL-SCHAFER et al. 2001).
2.3.2 Einfluss des luminalen Glukoseangebotes auf den SGLT-1
Für die Steuerung bzw. Anpassung der Transportkapazität des SGLT-1 scheint die
luminale Glukosekonzentration von Bedeutung zu sein, wobei auch nicht
transportierbare (D-Fructose) und nicht metabolisierbare Zucker (2-Deoxy-D-Glukose)
stimulierend wirken (SOLBERG u. DIAMOND 1987; SHIRAZI-BEECHEY 1996;
THORENS 1996). Es wird neuerdings postuliert, dass die Zuckersubstanzen über einen
luminal lokalisierten Sensor bzw. Rezeptor durch eine Aktivierung des „second
messenger Systems“ (Adenylatzyklase und Proteinkinase A; siehe Kap. 2.3.3) die
Expression des SGLT-1 induzieren (DYER et al. 2003). Die Umstellung auf Futter mit
einem hohen Anteil leicht verdaulicher Kohlenhydrate (Glukose, Galaktose, Fruktose)
erhöhte bei Mäusen, Ratten und Lämmern längerfristig die Anzahl und die
Transportaktivität des SGLT-1 (FERRARIS u. DIAMOND 1997; MIYAMOTO et al.
1993; DYER et al. 1997). Untersuchungen von SHIRAZI-BEECHEY et al. (1991)
zeigten nach mehrtägiger abomasaler Glukoseinfusion (30 mmol) bei Schafen eine
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Steigerung der jejunalen Glukoseresorption um das 40 bis 80 fache. An isolierten
Pasenepithelien, die von Schafen nach längerfristiger Fütterung mit einem stark erhöhten
Kraftfutter-Anteil (70% der Ration) gewonnen wurden, konnte jedoch in
Untersuchungen von KURZE (2001) keine Steigerung der Aktivität des ruminalen
SGLT-1 unter In-vitro-Bedingungen festgestellt werden.
2.3.3 Bedeutung von Hormonen für die Regulation des SGLT-1
Hormone, die einen Einfluss auf Stoffwechselprozesse haben (z.B. Adrenalin,
Noradrenalin, Glukagon, Insulin) wirken meist nicht direkt an Transporterproteinen oder
Enzymen, sondern über sogenannte „second messenger“, die oft noch einen
verstärkenden Effekt haben (BEAVO u. BRUNTON 2002; PERTSEVA et al. 2003).
Das durch das Enzym Adenylatzyklase synthetisierte zyklische Adenosinmonophosphat
(cAMP) wirkt in zahlreichen Geweben als „second messenger“ und vermittelt Effekte auf
den Zellstoffwechsel und zelluläre Transportprozesse (SKÅLHEGG u. TASKÉN 1997).
Die Adenylatzyklase ist an einen membranständigen G-Protein-Rezeptor gekoppelt,
dessen Stimulation dann die Reaktionskaskade auslöst (MERSMAN 1998; CYPESS et
al. 1999). Die Reaktionskaskade verläuft über das Enzym Proteinkinase A (PKA)
(EXTON 1987; SKÅLHEGG u. TASKÉN 1997; DAVARE et al. 2001). Bei den
Untersuchungen von PENG u. LEVER (1995) wurde über eine Erhöhung des cAMP-
Gehaltes und eine Aktivierung der Proteinkinase A der mRNA-Gehalt und die
Transportaktivität des SGLT-1 in Nierenkulturzellen gesteigert.
Auch im Darm kann cAMP den stimulierenden Effekt verschiedener Hormone, wie z.B.
Glukagon 29 (SHARP u. DEBNAM 1994; FERRARIS u. DIAMOND 1997),
Glukagon 37 (STÜMPEL et al. 1997), Adrenalin und Noradrenalin (ISHIKAWA et
al. 1997) auf die intestinale Glukoseresorption vermitteln.
Der oben beschriebene Signalweg über Hormonrezeptoren, cAMP und PKA könnte dazu
geeignet sein, eine kurzfristige Regulation der SGLT-1-Aktivität zu ermöglichen. In den
bereits genannten Untersuchungen von ISHIKAWA et al. (1997) an Ratten trat eine
adrenerge Stimulation der Glukoseaufnahme innerhalb von 30 min auf, während in der
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Versuchsanordnung von STÜMPEL et al. (1997) eine sofortige Reaktion (innerhalb von
2-3 min) auf die Gabe von Glukagon 37 festzustellen war. Studien von WRIGHT et al.
(1997) am Kaninchendarm zeigten eine cAMP-vermittelte Stimulation des SGLT-1
innerhalb von 20-30 min.
Neben hormonellen Faktoren wirken auch lokale Mediatoren wie z.B. Prostaglandin E2
(PGE2) stimulierend auf die cAMP-Konzentration und können auch die intestinale
Glukoseresorption erhöhen (SCHOLTKA et al. 1999). Rezeptoren für PGE2 sind im
Pansenepithel vorhanden, da die endogene Freisetzung von Prostaglandinen und die
elektrogene Wirksamkeit von PGE2 bereits in vitro am Pansenepithel von Schafen
nachgewiesen wurde (GÄBEL et al. 1999). Ein möglicher Zusammenhang zwischen
Glukoseresorption und Prostaglandinen wurde jedoch bisher nicht untersucht.
cAMP spielt somit die zentrale Rolle bei der Beeinflussung des SGLT-1 durch
stoffwechselaktive Hormone und Mediatoren. Dies wird in den nachfolgenden Kapitel
(v.a. 2.4.2 und 2.5.2) für Glukagon und Adrenalin noch einmal detaillierter beschrieben.
2.4 Wechselbeziehung zwischen Glukagon und Glukoseaufnahme
Bezüglich des Einflusses von Hormonen auf den Glukosehaushalt liegen hauptsächlich
Unteruchungsergebnisse von monogastrischen Tieren vor. Die Studien zur Bedeutung
von Glukagon für die Glukoseaufnahme wurden bisher vorwiegend am Rattendarm
durchgeführt (KERVRAN et al.1987; COLLIE 1997; STÜMPEL 1998). Es ergibt sich
die Frage, ob diese Beobachtungen auf den Wiederkäuervormagen übertragen werden
können. Soweit für Wiederkäuer Untersuchungsergebnisse vorliegen, werden diese
jeweils am Ende der folgenden Kapitel dargelegt.
Zur Synthese von Glukagon und damit verwandter Substanzen gibt es folgende
grundlegende Angaben in der Literatur: Glukagon 29, Glukagon 37 und weitere GLP
bzw. GLI (glucagon like peptides bzw. glucagon like immunoreactivity) werden aus dem
hochmolekularen Peptid Proglukagon abgespalten (DRUCKER 1990). Zwischen
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Glukagon 29 und Glukagon 37 gibt es nur geringfügige Unterschiede in der Struktur in
Form einer Differenz von 8 Aminosäuren (BATAILLE et al. 1982). Die Sezernierung
von Glukagon 29 erfolgt im Pankreas, deshalb wird es auch als pankreatisches Glukagon
bezeichnet, während Glukagon 37 (= Oxyntomodulin) von L-Zellen des Dünndarms
freigesetzt wird und zu den Enteroglukagonen gezählt wird (CALINGASAN et al. 1984;
KERVRAN et al. 1987; RODIER et. al. 1997; HOLST 1997). Zur Gruppe der GLP´s
gehören weiterhin Glicentin, GLP-1, GLP-2 und Peptid YY (ORSKOV et al. 1986b;
DRUCKER 1990; ANINI et al. 1999).
Bei Wiederkäuern liegen über die Plasmakonzentration von Glukagon 29 fast
ausschließlich Daten für Milchkühe vor. Die Angaben schwanken zwischen 14 und 200
pmol/l Blutplasma (De BOER et al. 1985; HERBEIN et al. 1985; SARTIN et al. 1985;
BORREBAEK et al. 1990; KNOWLTON et al. 1998). Zum Glukagon 37 findet man
lediglich eine Angabe für eine Plasmakonzentration von 36 pmol/l Plasma für die Summe
aller GLI (glucagon like immunoreactivity), welche Glukagon 37 mit einschließt
(BORREBAEK et al. 1990).
2.4.1 Einfluss der Glukosekonzentration auf die Glukagonfreisetzung
Von Monogastriern ist bekannt, dass die Sezernierung der verschiedenen Hormone der
Glukagonfamilie in direktem Zusammenhang mit der Nahrungsaufnahme steht
(KERVRAN et al. 1987; ANINI et al. 1999). Dieser Aspekt ist auf die Wiederkäuer
nicht ohne Weiteres übertragbar, da das Vormagensystem nicht einer ständig
wechselnden Befüllung und Entleerung unterzogen ist, wie dies beim einhöhligen Magen
geschieht. Jedoch wurde in neueren Untersuchungen auch bei Wiederkäuern eine
Freisetzung von Glukagon 29 durch Verabreichung leicht verdaulicher Kohlenhydrate
beobachtet. So führte z.B. die intraruminale Applikation von Stärke zu einer
tendenziellen Erhöhung des Glukagonspiegels bei Milchkühen (KNOWLTON et al.
1998). Für Glukagon 37 wiesen BORREBAEK et al. (1990) nach, dass dessen
Plasmaspiegel positiv mit dem Energiegehalt der Ration korreliert. Dass auch beim Schaf
prinzipiell die Fähigkeit zu dieser Reaktion vorhanden ist, zeigt der Nachweis von
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Enteroglukagon-freisetzenden Zellen in allen bisher untersuchten Magen-Darm-
Abschnitten (Abomasum, Dünn- und Dickdarm: CALINGASAN et al. 1984).
Neben dem aufgezeigten Weg der Stimulation der Freisetzung von „Proglukagon-
Abkömmlingen“ durch die Nahrungsaufnahme und die Glukosekonzentration gibt es
weitere Steuermechanismen. CLAUSTRE et al. (1999) wiesen am Rattendarm nach,
dass auch auf endokrinem Wege durch Adrenalin eine Freisetzung von GLP-1 und Peptid
YY erfolgen kann. Über derartige Zusammenhänge zwischen verschiedenen hormonellen
Regelkreisen existieren beim Wiederkäuer jedoch keine Angaben.
2.4.2 Einfluss von Glukagon 29 und 37 auf die Glukoseaufnahme
Bezüglich der Steuerung des Glukosehaushalts wirken bei monogastrischen Tieren
sowohl Glukagon 29 als auch Glukagon 37 über spezifische Rezeptoren (Glukagon 29:
MARIE et al. 1996; CYPESS et al. 1999; Glukagon 37: RODIER et al. 1999; DAKIN et
al. 2001). Diese Rezeptoren bewirken unter Stimulation der cAMP-Bildung (CYPESS et
al. 1999; RODIER et al. 1999) hauptsächlich eine verstärkte Glykolyse und
Glukoneogenese, was letztendlich zu einer Erhöhung des Plasmaglukosespiegels führt
(TRENKLE 1981; De BOER et al. 1985). Des Weiteren wiesen bereits DEBNAM u.
SHARP (1993) eine Erhöhung der intestinalen Glukoseaufnahme durch Glukagon 29 bei
Ratten nach. Für Glukagon 37 brachten die Untersuchungen von COLLIE et al. (1997)
und STÜMPEL et al. (1997) den Nachweis der Stimulation der Glukoseaufnahme. Es
bestehen allerdings Unterschiede zwischen einzelnen Darmabschnitten, und über die
Wirksamkeit von Glukagon 29 bzw. 37 herrschen verschiedene Ansichten. So
beobachteten COLLIE et al. (1997) bei der Ratte im Ileum die deutlichste Steigerung der
Glukoseaufnahme durch Glukagon 37 und im Jejunum durch Glukagon 29. Bei
Untersuchungen von STÜMPEL et al. (1998) erwies sich Glukagon 37 im Dünndarm
insgesamt als ein stärkerer Stimulator der Glukoseaufnahme als Glukagon 29. Diese
Stimulation erfolgte kurzfristig (innerhalb von 2 Minuten) und es wird vermutet, dass die
cAMP-vermittelte Stimulation über eine regulatorische Untereinheit des SGLT-1
vermittelt wird. Des weiteren beschrieben BIRD et al. (1996) bei Hunden auch eine
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Erhöhung der intestinalen Glukoseaufnahme nach Infusion mit Peptid YY, welches
ebenfalls zur Familie der Proglukagonabkömmlinge gehört.
Zur Bedeutung und regulativen Funktion von Glukagon 29 und 37 beim Wiederkäuer
gab es bisher keine Untersuchungen.
2.5 Wechselbeziehung zwischen Katecholaminen und Glukose-
aufnahme
2.5.1 Einfluss der Glukosekonzentration auf die Katecholaminfreisetzung
Es gibt zahlreiche Untersuchungen zu einer möglichen Veränderung des
Adrenalinspiegels durch Erhöhung der Plasmaglukosekonzentration bei Monogastriern.
Die erhöhte Adrenalinausschüttung nach experimenteller Glukoseinfusion wird aber
neuerdings als Reaktion auf die Osmolalitätsveränderung verstanden (De ARAUJO e
SOUZA et al. 1995; RASSAM et al. 2002).
Bei Wiederkäuern wurde diese Fragestellung bisher unzureichend untersucht. Die im
Blut von Schafen physiologisch vorkommenden Adrenalinkonzentrationen werden im
Bereich zwischen 1 und 2 nmol/l Plasma angegeben (LEY et al. 1992; NIEZGODA et al.
1993; PARROTT et al. 1994). Nach verschiedenen Manipulationen und damit
verbundener Stresseinwirkung stieg der Plasmaspiegel auf 3,5 bis 5 nmol/l (NIEZGODA
et al. 1993; PARROTT et al. 1994).
Obwohl es bisher keine Hinweise darauf gibt, dass auch eine Erhöhung des
Glukoseangebotes im Pansen die Sezernierung von Katecholaminen stimulieren kann,
gibt es bei Wiederkäuern Beobachtungen, die auf eine verstärkte adrenerge Aktivität bei
azidotischen Zuständen schließen lassen. In einer Studie von SVENDSEN (1979) gab es
Hinweise auf eine vermehrte Adrenalinausschüttung nach Erzeugung einer Azidose
durch Infusion von Laktat. Da die Azidose bei Wiederkäuern relativ häufig eine Folge
der Aufnahme großer Mengen von leichtverdaulichen Kohlenhydraten (auch Glukose) ist
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(siehe Kap. 2.1), könnte man zumindest indirekte Zusammenhänge zwischen dem
ruminalen Glukoseangebot und der Freisetzung von Katecholaminen vermuten.
2.5.2 Einfluss von Katecholaminen auf die Glukoseaufnahme
Vom Adrenalin ist bereits länger bekannt, dass es unter anderem über Aktivierung der
Adenylatzyklase zu einem Anstieg des cAMP-Spiegels führt (HJEMDAHL et al. 1979;
EXTON 1987; SANCHEZ-GUTIERREZ et al. 2000). In den Untersuchungen von
HJEMDAHL an Hunden stieg der cAMP-Spiegel im Blut bereits 10 Minuten nach
Infusion von 0,1 nmol× kgKGw-1 × min-1 Adrenalin signifikant an. Mit zeitlicher Verzögerung
war ebenfalls eine Erhöhung des Plasmaglukosespiegels nachzuweisen. Diese Reaktion
ist vermutlich auf die Eigenschaft von Adrenalin zurückzuführen, die Glykogenolyse und
Glukoneogenese zu stimulieren (EXTON 1987; NONOGAKI 2000; SANCHEZ-
GUTIERREZ et al. 2000). Neben den Erkenntnissen bezüglich der Änderungen im
Glukosestoffwechsel gibt es aber auch Untersuchungen zur adrenergen Beeinflussung
der Aufnahme von Glukose aus dem Verdauungstrakt. So beschrieben ISHIKAWA et al.
(1997) eine cAMP-vermittelte Stimulation der intestinalen Glukoseaufnahme bei Ratten
sowohl durch Adrenalin als auch durch Noradrenalin.
Bei Wiederkäuern findet man widersprüchliche Angaben zum Einfluss von
Katecholaminen auf den Glukosehaushalt. Studien von KANIA et al. (1981) zeigten bei
Schafen eine positive Korrelation zwischen der Zunahme des Adrenalinspiegels und der
Blutglukosekonzentration, wohingegen NIEZGODA et al. (1993) keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Adrenalin- und dem Glukosespiegel im Blut herstellen
konnten.
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2.5.3 Bedeutung der spezifischen Adrenalin-Rezeptoren für die metabolische
Wirkung der Katecholamine
Die vielfältigen Wirkungen von Adrenalin und auch Noradrenalin werden über
verschiedene Rezeptoren (sogenannte Adrenozeptoren) vermittelt, welche aufgrund ihrer
Eigenschaften und Wirkungspektren in unterschiedliche Typen und Subtypen eingeteilt
werden. Alle Rezeptortypen sind mit membranständigen G-Proteinen verknüpft, die
ihrerseits den Signalweg über second messenger weitervermitteln (CYPESS et al. 1999;
MERSMAN 1998; ZHONG u. MINNEMAN 1999) (siehe auch Kap. 2.3.3). Die
Einteilung der Adrenozeptoren erfolgt zunächst in a - und b -Rezeptoren (DOCHERTY
1991). Die a -Rezeptoren unterteilt man zum derzeitigen Zeitpunkt in die Rezeptortypen
a 1 mit den Subtypen a 1A, a 1B, a 1D und a 1L und die Rezeptortypen a 2 mit a 2A, a 2B und
a 2C (DOCHERTY 1998; SAUNDERS u. LIMBIRD 1999; ZHONG u. MINNEMAN
1999; HIEBLE 2000). Die b -Rezeptoren werden in b 1- bis b 4- Rezeptoren eingeteilt
(MERSMAN 1998; PREITNER et al. 1998; HIEBLE 2000; OOSTENDORP 2000).
Auf eine Darstellung der organspezifischen Lokalisation und der zahlreichen nervalen
und motorischen Effekte der einzelnen Rezeptoren soll hier verzichtet werden. Hierzu sei
auf umfassende Arbeiten anderer Autoren (z.B. DOCHERTY 1998; MERSMAN 1998)
und einschlägige Nachschlagewerke verwiesen.
Bezüglich der in dieser Arbeit untersuchten metabolischen Wirkungen auf den
Glukosehaushalt sind die Rezeptor(sub)typen von Bedeutung, die einen Einfluss auf die
Glukoseaufnahme haben könnten oder zumindest eine Änderung der cAMP-
Konzentration (siehe Kap. 2.3.2 u. 2.5.2) bewirken. Die Stimulation von a 2- Rezeptoren
führt in der Regel zu einer Hemmung der Adenylatzyklase und damit zu einem cAMP-
Abfall (DOCHERTY 1998; SAUNDERS u. LIMBIRD1999). Metabolische Effekte des
Adrenalins im Zusammenhang mit einer cAMP-Konzentrationssteigerung werden über b
b b
b -
Rezeptoren vermittelt (ISHIKAWA et al. 1997; MERSMAN 1998; NONOGAKI 2000;
FERLAY et al. 2001). Weiterhin bewirkt auch Noradrenalin vergleichbare metabolische
Effekte, wobei die Wirkung schwächer ausgeprägt sein soll als die des Adrenalins, aber
ebenfalls über b -Rezeptoren vermittelt wird (HJEMDAHL et al. 1979; ISHIKAWA et al.
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1997). Untersuchungen zum Einfluss der Katecholamine auf den Glukosehaushalt
konzentrierten sich deshalb vorwiegend auf die Klassifizierung der dafür
verantwortlichen b -Rezeptor-Subtypen. Bei entsprechenden Studien wurde ein
stimulierender Effekt des unspezifischen b -Rezeptor-Agonisten Isoproterenol (Synonym:
Isoprenalin) auf den cAMP- und den Blutglukosespiegel von Monogastriern beschrieben
(IRIE et al. 1979; ROBERTS u. SUMMERS 1998). Weiterführende Untersuchungen
mit spezifischen Agonisten zeigten, dass für den Adrenalin-induzierten Anstieg der
cAMP-Konzentration in verschiedenen Gewebe hauptsächlich der b
b b
b 2-Rezeptor
verantwortlich ist (FREDHOLM et al. 1978; IRIE et al. 1979; EXTON 1987;
ROBERTS u. SUMMERS 1998). Da cAMP ein Stimulator der intestinalen
Glukoseaufnahme ist (siehe Kap. 2.3.2), kann vermutet werden, dass auch die intestinale
Glukoseaufnahme bei Monogastriern durch Stimulation dieses Rezeptors erhöht werden
kann. Bisher wurde eine Stimulation des SGLT-1 über den b 2-Rezeptor im
Lungengewebe von Mäusen (ICARD u. SAUMON 1999) und im Dünndarm von Ratten
(ISHIKAWA et al. 1997) nachgewiesen.
Des weiteren wurde auch die Wirkung des b 3-Rezeptors auf den Blutglukosespiegel
untersucht, wobei hier weniger die Glukoseaufnahme aus dem Verdauungstrakt eine
Rolle spielt als die verstärkte Glukosespeicherung in Fettzellen (NONOGAKI 2000).
Ausserdem gibt es Hinweise auf eine Verknüpfung des adrenergen Hormonsystems mit
der Freisetzung von Proglukagonabkömmlingen (GLP-1 und Peptid YY) durch die
Stimulation von b 2-und b 3-Rezeptoren (CLAUSTRE et al. 1999).
Zur Existenz von Adrenalin-Rezeptoren in der Pansenschleimhaut gibt es kaum
Untersuchungen. Es wurde bisher lediglich ein funktioneller Nachweis des a 2-Rezeptors
in der Pansenmuskulatur erbracht (EADES 1997). Des weiteren konnte in Versuchen
von BUTTER (1997) sowohl nach Zugabe von Adrenalin als auch durch den b -
Rezeptoragonist Isoproterenol ein Abfall des epithelialen Kurzschlussstroms am
Pansenepithel von Schafen beobachtet werden. Dies könnte als ein erster Hinweis auf das
Vorhandensein von b -Rezeptoren im Pansenepithel gewertet werden.
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2.6 Fragestellungen für die eigenen Untersuchungen
Für den intestinalen SGLT-1 wurden bisher 3 grundlegende Regulationsprinzipien
herausgestellt: Hierzu zählen (1) die phylogenetische Adaptation an einen bestimmten
Ernährungstyp sowie die kurzfristige Steuerung des SGLT-1 (2) über Substrate oder (3)
über Hormone. Nachdem in mehreren vorangegangenen Untersuchungen das
Vorhandensein und die Funktion des Natrium-Glukose-Kotransporters (SGLT-1) im
Pansenepithel nachgewiesen wurde, stellte sich auch für die ruminale Glukoseaufnahme
die Frage nach der Steuerbarkeit. In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb unter In-
vitro-Bedingungen überprüft werden, ob die drei prinzipiellen Regelmechanismen des
SGLT-1 auch für das Pansengewebe gelten.
Dabei sollte zuerst hinsichtlich der phylogenetischen Anpassung der Glukoseaufnahme
der ruminale SGLT-1 vom Damwild (Ernährungstyp: Intermediärtyp) und Schaf
(Rauhfutterkonsument) bezüglich Glukoseaufnahmerate und elektrophysiologischer
Aktivität verglichen werden.
Zweitens sollte die kurzfristige Anpassung an Änderungen des Substratangebotes
(intraruminale Glukosekonzentration) untersucht werden. Hierzu wurde stellvertretend
das Schaf untersucht, da insbesondere bei Faser-adaptierten Wiederkäuern eine
Kraftfutter-Supplementation schnell zur Auslösung azidotischer Zustände führen kann.
Eine Steigerung der Glukoseresorptionskapazität würde in diesem Fall dem
Krankheitsgeschehen entgegenwirken können. Eine hormonelle Steuerung der
Glukoseresorption könnte die Substratregulation unterstützen oder sogar in den
Regelkreis der Substratregulation eingebunden sein. Bezüglich einer möglichen
hormonellen Steuerung sollten beim Schaf insbesondere die Auswirkungen jener
stoffwechselaktiven Hormone untersucht werden, von denen am Darm bereits eine
Wirksamkeit auf den SGLT-1 belegt war (Noradrenalin, Adrenalin, Glukagon 29 und
Glukagon 37).
Für einen der untersuchten Regelmechanismen sollte schließlich der genaue
Regulationsweg nachgewiesen und aufgezeigt werden.
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3 Tiere, Material und Methoden
Zur Untersuchung der Glukoseaufnahme am Pansenepithel wurden In-vitro-Studien
durchgeführt. Dabei wurde eine modifizierte Ussing-Kammer-Technik verwendet
(Erläuterung in Kap. 3.2 und 3.3). Die aufgenommene Glukosemenge wurde direkt im
Epithel mit Hilfe radioaktiver Markierung analysiert.
3.1 Versuchstiere und Präparation des Pansenepithels
Für die Studien am Pansen wurden mit Ausnahme einer Versuchsreihe (4.2)
Pansenepithelien von Schafen verwendet. Die Schafe stammten aus der Herde des Lehr-
und Versuchsgutes Oberholz der Universität Leipzig. Dabei handelte es sich um adulte
Tiere (>3 Jahre) mit voll entwickeltem Pansen, vorwiegend Merino-Landschafe
weiblichen Geschlechts. Die Tiere wurden mindestens 2 Wochen vor der Schlachtung im
Veterinär-Physiologischen Institut aufgestallt und erhielten Heu und Wasser ad libitum.
Die Schlachtung erfolgte in der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig
im Schlachthaus des Instituts für Lebensmittelhygiene. Nach Betäubung durch
Bolzenschuss und Tötung durch Blutentzug erfolgte die rasche Entnahme des
Retikulorumens. Aus dem ventralen Pansensack wurde ventrolateral ein ca. 300 cm2
großes Pansenstück herausgeschnitten und mit Sauerstoff-begaster und 38°C warmer
Pufferlösung (Zusammensetzung siehe „Anlagen“, Tab. A2) mehrfach gewaschen.
Anschließend wurde im Pufferbad die Tunica mucosa (nachfolgend als „Epithel“
bezeichnet) von den darunterliegenden Gewebeschichten manuell abgetrennt. Der
Transport des Epithels ins Labor erfolgte mit einem Dewargefäß im 38°C warmen
begasten Puffer.
Für die Studien am Damwild wurden vorwiegend adulte weibliche Tiere im Alter
zwischen 2 bis 3 Jahren verwendet. Die Tiere stammten aus einer Wildgehegehaltung des
Lehr- und Versuchsgutes Oberholz der Universität Leipzig und wurden mit Grünfutter,
Heu, Kastanien, Eicheln und Zuckerrübenschnitzeln ernährt. Die Tötung erfolgte im
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Abb. 1: Schematische Darstellung einer Ussing-Kammer mit angeschlossener
Gasliftapparatur
Durch Sauerstoffbegasung (1) zirkuliert der 38°C warme Inkubationspuffer
zwischen den jeweiligen Kammerhälften (2) und dem Pufferreservoir (3)
innerhalb weniger Sekunden und umspült damit das Epithel. Gewebenahe Agar-
Brücken (4) dienen der Erfassung der Potentialdifferenz (Pd), über gewebeferne
Agar-Brücken (5) kann Strom (I) appliziert werden. In das Pufferreservoir
können Substanzen verabreicht und über die Ablassöffnungen (6) kann der
Puffer entfernt werden.
Spätherbst in einer Fanganlage des Wildgatters ebenfalls durch Bolzenschuss und
Blutentzug.
3.2 Inkubation in der Ussing-Kammer
Das Epithel wurde in ca. 3 x 3 cm große Stücke geschnitten und in Ussing-Kammern
eingespannt (USSING et al. 1949). Die Apparatur bestand jeweils aus einer teilbaren
Kammer, zwischen deren Hälften das Epithel gelegt wurde (Abb. 1).
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Um Randquetschungen zu vermeiden, wurden Silikonringe zwischen die Kammerhälften
und das Epithel gelegt. Durch die räumliche Trennung der beiden Seiten in der Ussing-
Kammer war es möglich, die jeweiligen Inkubationsbedingungen auf den Seiten
unterschiedlich zu gestalten. Vereinbarungsgemäß bezeichnet man die im Tier dem
Pansenlumen zugewandte Seite als mukosale und die dem Blut zugewandte Seite als
serosale Epithelseite. Jede der beiden Kammerhälften hatte zwei Verbindungen zu einem
darüberliegenden Pufferreservoir in einer Glassäule, der sogenannten Gasliftapparatur.
Durch Begasung mit 100%igem Sauerstoff stiegen in den Glassäulen Gasperlen auf, die
einerseits den Puffer zwischen der Glassäule und der jeweiligen Kammerhälfte zirkulieren
ließen und andererseits auch die Sauerstoffversorgung gewährleisteten. Das
Pufferreservior wurde in den doppelwandigen Glassäulen von 38°C warmem Wasser
umströmt, um die Puffertemperatur konstant zu halten. Das Epithel wurde somit ständig
beidseitig von warmem Sauerstoff-angereichertem Puffer umspült. Die Fläche, über die
das Epithel Kontakt zur Pufferlösung hatte, betrug 3,14 cm2.
Das Pufferreservoir war von oben zugänglich, was die Zugabe bestimmter Substanzen
und die Probennahme aus dem Puffer gestattete. Durch die kontinuierliche und sehr
schnelle Pufferumwälzung war eine homogene Verteilung zugegebener Substanzen
innerhalb von Sekunden möglich. Das Puffervolumen betrug 15 ml je Kammerhälfte.
Eine Ablassöffnung an jeder Kammerhälfte ermöglichte das vollständige schnelle
Ablassen des Puffers und einen schnellen Pufferwechsel während des Experimentes.
3.3 Elektrophysiologische Parameter
Durch eine computergesteuerte Mess- und Recheneinheit (Voltage-clamp-Anlage,
Ingenieurbüro für Mess- und Datentechnik, Mussler, Aachen) wurden folgende
elektrophysiologische Parameter der Epithelien erfasst und ausgewertet:
- Kurzschlussstrom (Isc): als Parameter für den elektrogenen Nettoladungstransport
über das Epithel
- Gewebeleitfähigkeit (Gt): als Parameter für die Ionendurchlässigkeit des Epithels
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Hierzu wurde die Potentialdifferenz (Pd) zwischen der mukosalen und der serosalen
Epithelseite über je zwei gewebenah ins Kammerlumen ragende KCl-Agar-Gel-Brücken
und über Ag-AgCl-Elektroden abgriffen. Zwei weitere Ag-AgCl-Elektroden speisten
über gewebefern angebrachte NaCl-Agar-Brücken im 60-Sekunden-Intervall einen
kurzen bipolaren Strompuls von 100 µA ein. Aus der gemessenen kurzzeitigen
Potentialänderung ( D Pd) und dem Strompuls ( D I) wurde der Gewebewiderstand mittels
des Ohmschen Gesetzes ermittelt. Dessen reziproker Wert entspricht der
Gebebeleitfähigkeit (Gt) und wird in mS × cm-2 angegeben. Die ermittelten
elektrophysiologischen Daten wurden automatisch um das Eigenpotential und den
Eigenwiderstand der Versuchsanlage korrigiert, die vor dem Einspannen des Epithels
ermittelt wurden. Es bestand die Möglichkeit, die Epithelien unter zwei verschiedenen
elektropysiologischen Bedingungen zu inkubieren, zum einen unter „Open-circuit-
Bedingungen“ und zum anderen unter „Short-circuit-Bedingungen“.
3.3.1 Open-circuit-Bedingungen
Unter Open-circuit-Bedingungen wurden die elektrogenen Ladungstransporte nicht
durch externe Stromeinspeisung beeinflusst, d.h. es wurden nur die zur Erfassung der Gt
notwendigen Strompulse appliziert. Das Epithel baute eine eigene transepitheliale
Potentialdifferenz auf. Die Open-circuit-Bedingungen wurden während der
Vorinkubation verwendet, sowie bei Versuchsansätzen mit mehrfachem Pufferwechsel,
die eine kontinuierliche Erfassung des Kurzschlussstroms nicht zuließen.
3.3.2 Short-circuit-Bedingungen
In den Versuchen unter Short-circuit-Bedingungen wurde die gemessene transepitheliale
Potentialdifferenz durch das Einspeisen eines externen Stromflusses über die
gewebsfernen NaCl-Agar-Brücken permanent auf 0 mV geklemmt. Dieser externe
Klemmstrom entspricht im Betrag dem Kurzschlussstrom (Isc) und wird in der Einheit
26
µEq× cm-2 × h-1 angegeben. Jedoch ist die Richtung des eingespeisten Stromes dem
Kurzschlussstrom entgegengerichtet, um die Verschiebung von Ladungsträgern (Ionen)
durch epitheliale Transportprozesse zu kompensieren. Es existierten somit keine
elektrogenen Triebkräfte für einen passiven Ionentransport über das Epithel.
Da sich außerdem noch identische Pufferlösungen auf beiden Epithelseiten befanden, gab
es keinen elektrochemischen Gradienten für einen passiven Ionentransport, d.h. alle unter
diesen Bedingungen stattfindenden Ionenbewegungen entsprechen aktiven
Transportprozessen.
3.3.3 Gruppierung der Epithelien
Für die Versuchsdurchführung wurden die Epithelien in Gruppen eingeteilt. Die
Einteilung erfolgte 15 min vor der ersten Substanzzugabe anhand der zu diesem
Zeitpunkt gemessenen Gewebeleitfähigkeit. Die Gruppen wurden so gestaltet, dass nach
einer Versuchsserie die Mittelwerte der Gt von Kontrollepithelien und behandelten
Epithelien bei den jeweiligen Gruppen möglichst gleich waren, so dass alle
Epithelgruppen vergleichbare elektrophysiologische Eigenschaften hatten.
3.4 Uptake-Studien
3.4.1 Allgemeiner Versuchsablauf
Abweichend von den sonst üblichen Fluxstudien in der Ussing-Kammer wurde in der
vorliegenden Studie nicht der Durchtritt von Glukose (Flux), sondern deren Aufnahme in
das Epithel (Uptake) gemessen. Nach einer 120-minütigenVorinkubation erhielt das
Epithel auf der mukosalen Seite D-Glukose in verschiedenen Konzentrationen. Die in der
Uptakeperiode zugegebene Glukose wurde durch Zusatz einer definierten Menge
radioaktiv markierter Glukose (D-[U14-C]Glukose; Fa. Amersham Pharmacia Biotech)
ergänzt. Wurden in einer Versuchsserie Glukosekonzentration von > 1 mM mukosal
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zugegeben, so wurden durch Zugaben von Mannit die Osmolalität in allen
Behandlungsgruppen gleich eingestellt. Damit sollten experimentelle Fehlinter-
pretationen durch osmotische Effekte vorgebeugt werden. Die Inkubationszeit, in der die
Glukoseaufnahme stattfinden konnte (Uptakeperiode), dauerte jeweils eine Minute.
Die einzelnen Versuchsserien und deren Ablauf bis zur Uptakeperiode werden im Kap.
3.7 detailliert beschrieben (siehe dazu auch Tab. 1). Nach der Uptakeperiode wurde der
Puffer abgelassen und das Epithel zur Entfernung oberflächlich anhaftender Glukose und
zur Unterbrechung der Transportprozesse dreimal mit eiskaltem Inkubationspuffer
gespült. Das Epithel wurde innerhalb einer Minute aus der Ussing-Kammer in eine
eisgekühlte Lysevorrichtung verbracht. Diese bestand aus einer Unterlage und
aufschraubbaren Zylindern. Das Epithel wurde mit der serosalen Seite auf die Unterlage
gelegt und darauf wurde je ein Zylinder befestigt. Nach Zugabe von 0,1 N eiskalter
Natronlauge in den Zylinder wurde das Epithel von der mukosalen Seite her innerhalb
von 3 Minuten lysiert. Mikroskopische Kontrollen zeigten, dass mit dieser
Vorgehensweise das Lysat der Epithelzellschichten relativ homogen gewonnen werden
konnte (Abb. 2). Die Hornschollen des Epithels wurden 15 min mit 5300 U× min-1
abzentrifugiert und der Überstand zur Analyse des Glukose- und Proteingehaltes
verwendet. Alle Analysen erfolgten durch Doppelbestimmung, d.h. die Ergebnisse sind
jeweils Mittelwerte aus zwei unabhängigen Probenanalysen. Alle Messergebnisse wurden
um die jeweiligen Leerwerte korrigiert, d.h. bei jeder Analyse wurden gleichzeitig auch
Proben ohne Zusatz von Radioaktivität und ohne Proteingehalt gemessen.
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3.4.2 Analyse des Glukosegehaltes:
Die Radioaktivität der markierten Glukose im Inkubationspuffer während der
Uptakeperiode und im Lysat des Epithels wurde nach Zugabe eines Flüssigszintillators
(Aquasafeÿ 300 Plus, Fa. Zinsser) mittels Flüssigszintillationszählung (Wallac 1409 LSC,
Fa. Berthold) bestimmt. Die Messung erfolgte fotooptisch in counts per minute (cpm).
Die Berechnung der Glukosekonzentration erfolgte aufgrund der bekannten
Glukosekonzentration im Inkubationspuffer mittels einer Verhältnisgleichung (wie unter
3.5.1 beschrieben).
3.4.3 Analyse des Proteingehaltes:
Für eine bessere Vergleichbarkeit des Glukoseuptakes verschiedener Tiere und
Epithelien wurden die ermittelten Uptake-Werte auf die Proteinmenge des jeweiligen
Epithels korrigiert. Der Proteingehalt des Lysats wurde mit der Methode nach SMITH et
Abb. 2:
Mikroskopische Darstellung der Pansenwand, Übergang von intaktem und
NaOH-lysiertem Epithel
Die Pfeile kennzeichnen die Grenze zwischen dem intakten (unlysierten) Epithel und
dem lysierten Bereich (für 3 min mit 0,1 N NaOH überschichtet).
1 Pansenlumen; 2 Kutane Schleimhaut (sog. Epithel); 3 Submukosa (HE-Färbung)
100 µm 100 µm
1
2
3
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al. (1985) ermittelt. Dabei wurde anhand einer Farbreaktion nach Zugabe von BCA-
Reagenz (Rezeptur siehe Anlagen, Tab. A 7) fotometrisch die Extinktion bestimmt. Die
Kalibrierung für den jeweiligen Proteingehalt erfolgte mittels einer Eichreihe
verschiedener Proteinkonzentrationen, hergestellt aus bovinem Serumalbumin.
3.4.4 Bestimmung der cAMP-Konzentration im Epithelzelllysat:
Der Gehalt an zyklischem Adenosin-Monophosphat (cAMP) im Epithel wurde mittels
kommerziellem Enzymimmunoassay (ELISA, Fa. Cayman Chemical Company) bestimmt
und ebenfalls auf die Proteinmenge bezogen. Die aus dem Epithelzelllysat gewonnenen
Proben wurden bei –80°C bis zur Analyse tiefgefroren und mit den Reagenzien dieses
Testkits aufbereitet. Nach der fotometrischen Bestimmung der Extinktion der so
aufbereiteten Proben wurde anhand einer Eichreihe der cAMP-Gehalt berechnet.
3.5 Mathematische Berechnungen
3.5.1 Berechnung der Glukoseaufnahme:
Direkt nach der mukosalen Glukosezugabe wurden aus dem Puffer Bezugsproben zur
Bestimmung der in der Inkubationslösung befindlichen Radioaktivität ([H]) entnommen.
Die Proben zur Bestimmung der in das Epithel aufgenommenen Aktivität ([K]) wurden
nach der Lyse aus dem Lysat entnommen. Weiterhin wurden Leerwerte (LW) ohne
Radioaktivität zur Korrektur von [K] und [H] bestimmt. Die Berechnung des
Glukoseuptakes erfolgte anhand der mukosal zugegebenen Glukosemenge [G] während
der Uptakeperiode und dem Quotienten von [K] und [H]. Die erhaltenen Werte wurden
zur Korrektur von Schwankungen der Epithelstärke und Zottenlänge auf die ermittelte
Proteinmenge [P] im Lysat bezogen (siehe dazu Kap. 3.4.3). Es ergab sich vereinfacht
(nach Korrektur um die jeweiligen Leerwerte) folgende Berechnungsformel:
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3.5.2 Berechnung der Michaelis-Menten-Kinetik:
Die Berechnungen zur Transportkinetik des SGLT-1 basieren auf der Michaelis-Menten-
Gleichung:
mit UG = Glukoseaufnahme (Uptake),
UGmax = maximale Glukoseaufnahmerate bei gesättigter Glukosekonzentration,
[G] = mukosale Glukosekonzentration,
KG0,5 = mukosale Glukosekonzentration bei halbmaximaler Transportrate,
a = linearer Faktor der Glukoseaufnahme, ermittelt aus dem linearen Anstieg
des Natrium-insensitiven Glukoseuptakes
Aufgrund der ermittelten Glukoseaufnahme in Abhängigkeit von der Glukosekonzen-
tration kann bei aktiven Transportprozessen eine Kurve erstellt werden, die den
Gesetzmäßigkeiten einer Michaelis-Menten-Kinetik unterliegt.
3.6 Statistik und Darstellung der Ergebnisse
Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Computer-Software Jandel Sigma Stat®
2.0 (Fa. Jandel Corporation) bzw. Microsoft Excel® 97 (Fa. Microsoft Corporation). Der
statistische Vergleich begann mit Test auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-
Test) und auf Gleichverteilung (Levene´s Median-Test). Bei vorliegender Normal- und
Gleichverteilung wurden jeweils zwei Versuchsgruppen mittels ungepaartem t-Test nach
Student verglichen. Bei fehlender Normal- bzw. Gleichverteilung wurde der Mann-
Whitney-Rangsummentest verwendet. Der Vergleich mehrerer Gruppen erfolgte durch
die rangorientierte Varianzanalyse nach Kruskal Wallis (ANOVA) und anschließendem
Uptake (pmol • mgProt-1) = [G] • [K] • [H]-1 • [P]-1 .
UG [pmol • mgProt-1 • min-1] = UGmax • [G] • ( KG0,5 + [G])-1 + a • [G]
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Student-Newman-Keuls-Test bzw. Tuckey-Test. Beim Vergleich der Einflüsse von drei
verschiedenen Faktoren auf einen Parameter sowie deren Interaktionen wurde eine Drei-
Wege-Varianz-Analyse (Three Way ANOVA) durchgeführt. Ergebnisse werden als
arithmetische Mittel mit ihrem Standardfehler (SEM, standard error of mean) dargestellt.
Bei Vergleichen wird zwischen signifikanten (p<0,05) und hochsignifikanten (p<0,01)
Unterschieden differenziert. Die Anzahl der Stichproben (Anzahl der Epithelien) wird mit
n angegeben, während N die Anzahl der dafür verwendeten Versuchstiere bezeichnet.
Diese Angaben sind in den jeweiligen Abbildungs-Unterschriften und im Text des
Ergebnisteils enthalten. Darüber hinaus befindet sich eine Aufstellung der verwendeten
Versuchstiere in der Anlage (Tab. A1).
3.7 Versuchspläne (siehe Tab. 1)
3.7.1 Glukoseuptake bei Schafen und Damwild - Untersuchungen zur Natrium-
und Phlorizin-Sensitivität (Versuchsreihe 4.1.1 , 4.1.2 und 4.2.1)
Da in Fluxstudien und molekularbiologisch der Natrium-gekoppelte Glukosetransporter
(SGLT-1) am Pansenepithel bereits nachgewiesen wurde (siehe „Literaturübersicht“,
Kap. 2.1.1), konzentrierten sich die vorliegenden Untersuchungen darauf, weitere
Charakteristika hinsichtlich der Steuerbarkeit dieses speziellen Transportmechanismus
aufzuzeigen und zu untersuchen. Begonnen wurde mit einer Versuchsanordnung, in der
spezifisch der SGLT-1-vermittelte ruminale Glukoseuptake sowohl bei Schafen als auch
bei Damwild untersucht werden konnte.
Im jeweils ersten Teil dieser Versuchsserien wurde das Epithel für 120 min mit 10 mM
Glukose vorinkubiert. Nach Ablassen des Inkubationspuffers und dreifachem
glukosefreiem Spülen mit bzw. ohne Natrium im Spülpuffer erfolgte die einminütige
Uptakeperiode mit 200 µM Glukose (mukosal). Es gab parallele Versuchsansätze mit
0 mM bzw. 115 mM Natrium im Uptakepuffer, um den natriumabhängigen Teil des
Glukosetransportes zu untersuchen. Die daran anschließende Lyse und weitere
32
Aufbereitung der Proben bis hin zur Analyse sind in allen Versuchsserien identisch und
wurden bereits im Kap. 3.4.1 beschrieben.
Im zweiten Teil der Versuchsserien wurde bei gleicher Vorbehandlung und –inkubation
anstelle der natriumfreien Uptakemessung der SGLT-1-spezifische Hemmstoff Phlorizin
mukosal zugegeben. Die Phlorizinzugabe erfolgte unmittelbar vor der mukosalen
Glukosezugabe. Zur Verdeutlichung des Versuchsablaufes sowohl beim Schaf als beim
Damwild siehe auch Chronogramm (4.1.1; 4.1.2 und 4.2.1 in Tab. 1).
3.7.2 Elektrophysiologische Untersuchungen zur Auswirkung der Zugabe von
Glukose am Pansenepithel von Damwild (Versuchsreihe 4.2.2)
Pansenepithelien vom Damwild wurden in der bereits beschriebenen Art und Weise
präpariert und in Ussing-Kammern inkubiert, wobei jedoch während der Vorinkubation
keine Glukose im Puffer enthalten war. Während der gesamten Inkubationszeit wurde
der Verlauf des epithelialen Kurzschlussstroms (Isc) aufgezeichnet, um den Einfluss von
Zuckersubstanzen auf epitheliale Ionentransportprozesse zu untersuchen (siehe
Erläuterungen im Kap. 3.3.2). Nach einer Äquilibrierungszeit von 45 min wurde in den
einzelnen Versuchsgruppen jeweils 10 mM D-Glukose bzw. das nicht metabolisierbare
Glukosederivat 3-OMG entweder mukosal oder serosal zugegeben.
Nach 45-minütiger Anwesenheit von mukosal zugesetzter D-Glukose bzw. 3-OMG
wurde der SGLT-1-spezifische Hemmstoff Phlorizin in einer Konzentration von 0,1 mM
mukosal zugegeben und der weitere Verlauf des Isc gemessen.
Auf der serosalen Seite wurde 45 min nach Zugabe von D-Glukose der Hemmstoff
Cytochalasin B in einer Konzentration von 0,1 mM eingesetzt. Dieser Hemmstoff
unterbindet die erleichterte Diffusion von Glukose in die Epithelzellen auf der serosalen
Seite (CLOHERTY et al. 2001).
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3.7.3 Untersuchungen zum Einfluss des Glukoseangebotes auf die ruminale
Glukoseaufnahme (Versuchsreihe 4.3.1)
Für alle folgenden Versuchsreihen wurde ausschließlich Pansenepithel vom Schaf
verwendet.
Die Epithelien wurden bezüglich des Glukoseangebotes unterschiedlich vorinkubiert,
bevor die einminütige Uptakeuntersuchung mit 200 µM Glukose auf der mukosalen Seite
durchgeführt wurde (siehe dazu Kap. 3.7.1). In einer Versuchsgruppe wurde das Epithel
120 min lang glukosefrei vorinkubiert. In einer weiteren Gruppe war 10 mM Glukose für
die Dauer von 180 min anwesend, während in einer dritten Versuchsgruppe nach 120
min die Glukose durch Spülung wieder entfernt wurde und das Epithel die letzten 60 min
glukosefrei inkubiert wurde. Somit wurde ein Vergleich des Glukoseuptakes nach
glukosefreier und glukosehaltiger Vorinkubation (mit unterschiedlicher Dauer)
ermöglicht. Zur Charakterisierung des SGLT-1-spezifischen Anteils der
Glukoseaufnahme wurden die Untersuchungen parallel in Ab- bzw. Anwesenheit von
Phlorizin durchgeführt.
3.7.4 Glukoseaufnahme nach Aktivierung der Adenylatzyklase mit Forskolin
(Versuchsreihe 4.3.2)
In den Studien zur Bedeutung der Adenylatzyklase bei der Stimulierung der
Glukoseaufnahme wurde der spezifische Stimulator Forskolin in einer Konzentration von
10 µM beidseitig während der Uptakeperiode eingesetzt. Die Untersuchungen wurden
alle bei einer mukosalen Glukosekonzentration von 200 µM während der Uptakeperiode
durchgeführt. Die Epithelien der einzelnen Versuchsgruppen wurden entweder für 180
min mit 10 mM Glukose oder nur für 120 min glukosehaltig und für weitere 60 min
glukosefrei vorinkubiert (siehe auch Versuchsreihe 4.3.1, Kap. 3.7.3). Eine
Versuchsgruppe erhielt in der Uptakeperiode ausschließlich 200 µM Glukose ohne
weitere Substanzen (= Kontrollgruppe). In den anderen Versuchsgruppen war Forskolin
jeweils während der einminütigen Uptakeperiode in einer Konzentration von 10 µM auf
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beiden Epithelseiten anwesend. Weiterhin wurde bei einem Teil der Kontrollgruppe und
einem Teil der Forskolingruppe mukosal 0,1 mM Phlorizin zugesetzt, wodurch die
SGLT-1-vermittelte Glukoseaufnahme blockiert wurde.
3.7.5 Untersuchung der Glukoseaufnahme in Abhängigkeit von der ruminalen
Glukosekonzentration mit und ohne Stimulation der Adenylatzyklase
(Versuchsreihe 4.3.3)
Für die kinetischen Untersuchungen zur Konzentrationsabhängigkeit des Glukoseuptakes
wurde verschiedene mukosale Glukosekonzentrationen zwischen 50 und 2000 µM für
die Dauer von 1 min eingesetzt. Das Epithel wurde vor Versuchsbeginn 120 Minuten bei
einer beidseitigen Glukosekonzentration von 10 mM vorinkubiert. Nach Entfernen der
Glukose und Zugabe von glukosefreiem Puffer erfolgte sofort die Zugabe der definierten
Glukosemenge auf der mukosalen Seite. Die Untersuchungen wurden parallel mit 115
und 0 mM Natrium durchgeführt, um den natriumabhängigen (SGLT-1-spezifischen)
Anteil der Glukoseaufnahme weiter zu charakterisieren.
Ein zweiter Versuchsansatz wurde unter identischen Bedingungen durchgeführt, jedoch
unter Zusatz von Forskolin, einem Stimulator der Adenylatzyklase. Forskolin war
beidseits bei der Vorinkubation für ca. 90 min in einer Konzentration von 5 µM und
während der Uptakeperiode in einer Konzentration von10 µM anwesend.
3.7.6 Untersuchungen zur hormonellen Stimulierbarkeit der Glukoseaufnahme
und des Signalweges der Stimulation (Versuchsreihe 4.4.1 - 4.4.5)
Bei allen nachfolgenden Studien wurden die Epithelien gleich von Anfang an glukosefrei
vorinkubiert und die Glukosekonzentration während der Uptakeperiode betrug 200 µM.
15 Minuten vor der Zugabe der Glukose wurden serosal die Hormone zugegeben, deren
Einfluss auf die Glukoseaufnahme untersucht werden sollte. Es handelte sich hierbei um
Noradrenalin, Adrenalin, Glukagon 29 und Glukagon 37. Parallel dazu wurde der
Glukoseuptake der Kontrollgruppen (ohne Hormone) bestimmt. Die eingesetzten
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Konzentrationen der verwendeten Hormone sind aus der Darstellung der Ergebnisse
ersichtlich (weitere Erläuterungen siehe „Anlagen“, Tab. A6).
Weiterhin wurde aus einem Teil der gewonnen Proben eine Konzentrationsbestimmung
von cAMP mittels ELISA durchgeführt (Versuchsreihe 4.4.3).
Die Untersuchung des intrazellulären Signalweges (beschrieben in der Literatur-
übersicht, Kap. 2.3.2) erfolgte in der Versuchsreihe 4.4.5. Dieser Signalweg verläuft über
cAMP und weiterhin über eine Aktivierung des Enzyms Proteinkinase A bis hin zu
verschiedenen zellulären Effekten. In dieser Versuchsreihe wurde der Signalweg
unterbrochen, um zu untersuchen, ob dadurch der Adrenalin-vermittelte Effekt auf den
Glukoseuptake hemmbar ist. Hierzu wurde der Hemmstoff H-89 eingesetzt, welcher
spezifisch die Proteinkinase A blockiert (CHIJIWA et. al. 1990). Die Zugabe von 2 µM
H-89 erfolgte beidseitig 15 Minuten vor der serosalen Zugabe von 100 µM Adrenalin
(d.h. 30 Minuten vor der Uptakeperiode). Es wurde vergleichend der Adrenalin-Effekt
mit und ohne H-89 untersucht. Die Studien wurden jeweils in An und Abwesenheit von
Phlorizin in der Uptakeperiode durchgeführt, um den SGLT-1-spezifischen Anteil zu
untersuchen. Die Phlorizinzugabe erfolgte zeitgleich mit der Adrenalinzugabe.
3.7.7 Charakterisierung des Adrenalin-Rezeptors mittels Rezeptorblocker
(Versuchsreihe 4.5.1)
Der Adrenalin-Effekt auf die Glukoseaufnahme sollte mit Hilfe spezifischer
Adrenozeptor-Blocker daraufhin untersucht werden, über welchen Rezeptortyp er
vermittelt wird. Hierzu wurden 15 Minuten vor der Zugabe von 100 µM Adrenalin a 1-,
a 2- und b -Rezeptorblocker serosal zugegeben. Es handelte sich um die Substanzen
Prazosin ( a 1-Blocker; 10-6M), Yohimbin ( a 2-Blocker; 10-5 M) und Bupranolol ( b -
Blocker; 10-4 M). Parallel dazu wurden Versuchsgruppen ohne Adrenalin als Kontrolle
mit den Rezeptorblockern inkubiert. Weiterhin gab es zur Gegenüberstellung auch
Kontrollgruppen (nur Glukose) und Adrenalingruppen (Glukose und Adrenalin ohne
Anwesenheit von Blockern).
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3.7.8 Effekt von Adrenozeptor-Agonisten auf die Glukoseaufnahme
(Versuchsreihe 4.5.3 und 4.5.5)
In diesen Versuchsreihen wurde durch gezielte Zugabe spezifischer Adrenozeptor-
Agonisten getestet, welcher Rezeptor am Pansenepithel vorhanden ist bzw. über welchen
Rezeptor oder Rezeptor-Subtyp der Adrenalin-Effekt auf die Glukoseaufnahme
vermittelt ist. Hierzu wurden anstelle von Adrenalin folgende Agonisten eingesetzt:
Methoxamin ( a 1-Agonist; 10-4 M), Clonidin ( a 2-Agonist; 10-4 M), Isoproterenol ( b -
Agonist; 10-4 M). Die serosale Zugabe erfolgte ebenfalls 15 Minuten vor der
Glukosezugabe. In der weiteren Subklassifizierung der b -Rezeptoren wurden die
spezifischen b -Agonisten Dobutamin ( b 1-Agonist), Terbutalin ( b 2-Agonist) und BRL
37344 ( b 3-Agonist) in Konzentrationen von 10-5 M eingesetzt. Als Kontrolle diente der
Glukoseuptake ohne vorherige Hormon- bzw.- Agonisten-Zugabe.
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Erläuterung zu Tab. 1: Die dargestellte Skalierung des Zeitstrahls ist nicht linear!
+ 60 min Verlängerung der Vorinkubationsdauer um 60 min
+ Gluk beidseitige Inkubation in D-Glukose-haltigem Puffer (10 mM)
bzw. Zugabe von D-Glukose (10 mM); mukosal bzw. serosal
- Gluk glukosefreie Inkubation bzw. Entfernen der Glukose
durch Spülen und Auffüllen von glukosefreiem Puffer – Natrium
+ 3OMG Zugabe von 3-OMG (10 mM); mukosal bzw. serosal
– Na Inkubation in natriumhaltigem Puffer vs. natriumfreiem Puffer
(115 mM vs. 0 mM Natrium)
– Phlo – 0,1mM Phlorizin (mukosal)
+ Fors5 (10) Inkubation mit 5 bzw. 10 µM Forskolin (beidseitig)
+ Cyto B Zugabe von 0,1 mM Cytochalasin B (serosal)
+ Horm 15-minütige serosale Inkubation mit Hormonen (Beschreibung
unter 3.7.6)
- Horm Zugabe des Lösungsmittels der Hormone als Negativkontrolle
+ Adr 15-minütige serosale Inkubation 100 µM Adrenalin
- Adr Zugabe des Lösungsmittels von Adrenalin als Negativkontrolle
H-89 Zugabe des Proteinkinase-A-Hemmstoffs H-89
Block Zugabe von Adrenalin-Rezeptorblockern
Agonist Zugabe von Adrenalin-Rezeptoragonisten
U eiminütige Uptakeperiode mit einer definierten mukosalen
Glukosekonzentration
G mukosale Zugabe von 200 µM Glukose zum Uptake-Beginn
GK verschiedene mukosale Glukosekonzentrationen (50-2000 µM)
A Analysen und Probenaufbereitung (Probe H, Lyse des Epithels,
Zentrifugation, Probe K, Probe P)
38
A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A
12
0
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
K
U
G
K
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
U
G
11
9
-
G
lu
k
/–
N
a
-
G
lu
k
/–
Ph
lo
–
Ph
lo
–
Ph
lo
-
G
lu
k
/–
Ph
lo
–
Ph
lo
/+
Fo
rs
10
-
G
lu
k
/–
Ph
lo
/+
Fo
rs
10
-
G
lu
k
/–
N
a
-
G
lu
k
/–
N
a
/+
Fo
rs
10
10
5
-
H
o
rm
–
Ph
lo
+
H
o
rm
–
Ph
lo
-
A
dr
–
Ph
lo
-
A
dr
–
Ph
lo
+
Ad
r
–
Ph
lo
+
Ad
r
–
Ph
lo
-
A
dr
-
A
dr
+
Ad
r
+
Ad
r
-
A
dr
+
Ad
r
+
Ag
o
n
ist
90 +P
hl
o
+
Ph
lo
+
Cy
to
B
H
-8
9
H
-8
9
Bl
o
ck
Bl
o
ck
60 -G
lu
k
-
G
lu
k
45 +G
lu
k
m
u
ko
sa
l
+
3O
M
G
m
u
ko
sa
l
+
G
lu
k
se
ro
sa
l
+
3O
M
G
se
ro
sa
l
(+
60
m
in
)
(+
60
m
in
)
(+
60
m
in
)
(+
60
m
in
)
+
Fo
rs
5
0 +G
lu
k
+
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
+
G
lu
k
+
G
lu
k
+
G
lu
k
+
G
lu
k
+
G
lu
k
+
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
-
G
lu
k
Ze
it
(m
in
)
V
er
s.
-
N
r.:
4.
1.
1-
4.
2.
1
4.
2.
2
4.
3.
1
4.
3.
2
4.
3.
3
4.
4.
1-
4.
4.
4
4.
4.
5
4.
5.
1;
4.
5.
2
4.
5.
3-
4.
5.
6
Tab. 1: Ablaufplan der Ussing-Kammer-Versuche
(Erläuterungen und Legende siehe vorhergehende Seite)
39
4 Ergebnisse
Zu Beginn der In-vitro-Studien zur ruminalen Glukoseaufnahme (Uptake) wurde mit
Hilfe der Ussing-Kammer-Technik untersucht, in welchen Größenordnungen sich diese
Aufnahme bewegt und welche Transportmechanismen dafür verantwortlich sind. Hierzu
wurden vergleichend Pansenepithelien von Schaf und Damwild verwendet.
4.1 Glukoseaufnahme in das Pansenepithel von Schafen
4.1.1 Glukoseuptake beim Schaf in Abhängigkeit von der Bezugsgröße
Um die Messergebnisse des Glukoseuptakes verschiedener Tiere und Epithelien
vergleichbar machen zu können, müssen beim Pansenepithel die Werte auf eine feste
Bezugsgröße korrigiert werden. Aufgrund der Zottenstruktur und –länge treten sehr
große Unterschiede in der mukosalen Oberfläche, über die das Epithel Glukose
aufnehmen kann, auf. Diese Oberfläche durch eine histologische Morphometrie für jedes
einzelne verwendete Epithel auszumessen ist unrealistisch, da dieses Verfahren per se
sehr aufwendig ist und die Proben darüber hinaus aufgrund der radioaktiven Belastung
nicht in einer Routinehistologie aufgearbeitet werden könnten. Der Glukoseuptake
wurde daher zunächst vereinfacht (wie in Flux-Studien üblich) auf die serosale
Grundfläche des Epithels bezogen. Dies entspricht der Kontaktfläche zwischen den
beiden Ussingkammerhälften.
In ersten Uptake-Untersuchungen nach der im Kap. 3.7.1 beschriebenen Vorinkubation
der Epithelien wurde bei natriumhaltiger Vorinkubation während der einminütigen
Uptakeperiode mit 200 µM Glukose ein Glukoseuptake (U) von 154,8 0 – 19,1
pmol× cmserosal-2 × min-1 (n=24; N=20) ermittelt.
Dabei zeigte sich jedoch die große Schwankungsbreite der Werte je nach Beschaffenheit
der mukosalen Oberfläche, wie die z.T. erheblichen Differenzen der gemessenen Uptake-
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Werte bei Epithelien eines Tieres mit gleicher serosaler Oberfläche zeigen (siehe dazu
Tab. 2).
Proteinmenge
(mg× cm-2serosal)
Gesamtuptake
(pmol)
Uptake
(pmol ×
××
× cm-2serosal)
Uptake
(pmol ×
××
× mgProt-1)
Epithel 1 8,19 601 191 23,4
Epithel 2 3,62 314 100 27,6
Tab. 2: Gegenüberstellung der Berechnung der ruminalen Glukoseaufnahme,
bezogen auf die serosale Fläche und die Proteinmenge des Epithels
anhand von zwei Kontrollepithelien eines Tieres.
Bei der Ergebnisberechnung in dieser Arbeit wurden daher im weiteren Verlauf die
ermittelten Uptake-Werte auf die jeweilige Proteinmenge des lysierten Epithels
bezogen. Dabei handelt es sich sowohl um Strukturprotein der Zellen als auch
funktionelles Transporterprotein (u.a. SGLT-1-Protein). Da die Lyseprozedur stets unter
gleichen Bedingungen durchgeführt wurde, ist anzunehmen, dass die im Lysat bestimmte
Proteinmenge unter Kontrollbedingungen in einem konstanten Verhältnis zur gemessen
Glukosemenge steht. Dies ist beispielhaft für ein Epithel in einer Gegenüberstellung der
gemessenen Proteinkonzentration und des Glukoseuptakes sowie deren Verhältnis
zueinander in Tab. 2 aufgezeigt.
4.1.2 Untersuchungen zum Glukoseuptake und dessen Natrium- und Phlorizin-
Sensitivität beim Schaf
Es wurde beim Schaf in zwei getrennten Versuchsansätzen eine Hemmung des ruminalen
SGLT-1 zum einen durch natriumfreie Inkubation und zum anderen durch Phlorizin
untersucht. Nach der unter „Tiere, Material und Methoden“ (Kap. 3.7.1) beschriebenen
Vorinkubation der Epithelien wurde bei natriumhaltiger Vorinkubation in den beiden
Versuchsreihen während der einminütigen Uptakeperiode mit 200 µM Glukose ein
Glukoseuptake (U) von 46,5 – 6,7 pmol× mgProt-1 × min-1 (Abb. 3 A) bzw. 47,8 – 7,3
pmol× mgProt-1 × min-1 (Abb. 3 B) gemessen. Beide Werte unterschieden sich statistisch nicht
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voneinander. Die unter diesen Bedingungen auftretende Glukoseaufnahme wird im
Folgenden als Kontrolluptake (Kontrolle) bezeichnet. Sie diente als Bezugspunkt
gegenüber verschiedenen Behandlungsgruppen. Bei natriumfreier Inkubation verringerte
sich der Glukoseuptake hochsignifikant auf 15,0 – 1,8 pmol× mgProt-1 × min-1 (Abb. 3 A).
Auch die Zugabe des SGLT-1-Hemmstoffs Phlorizin bei natriumhaltiger Inkubation
konnte den Glukoseuptake hochsignifikant auf 18,1 – 4,0 pmol× mgProt-1 × min-1 verringern
(Abb. 3 B). Der unter diesen Bedingungen noch vorhandene Uptake wird im Weiteren
als Natrium- bzw. Phlorizin-insensitiver Uptake bezeichnet. Die Differenz zwischen dem
Kontrolluptake und dem Natrium-insensitiven Uptake (dargestellt als „D U“ in Abb. 3 A)
entspricht der natriumabhängigen Glukoseaufnahme. Die Höhe dieser natriumabhängigen
Glukoseaufnahme war genauso groß wie der Phlorizin-hemmbare Anteil des
Glukoseuptakes („D U“ in Abb. 3 B).
Abb. 3:
Glukoseaufnahme (U) in das Pansenepithel beim Schaf und deren Natrium- (A)
und Phlorizin- (B) Sensitivität bei mukosaler Glukosekonzentration von 200 µM.
Die angegebenen Natriumkonzentrationen galten für die mukosale und serosale Seite
vor und während der Uptakeperiode, Phlorizin wurde vor der Uptakeperiode mukosal
zugegeben.
Dargestellt sind Mittelwerte mit SEM; a und b kennzeichnen hochsignifikante
Unterschiede (p<0,01) zwischen den Gruppen. Die Differenz zur Kontrolle wird mit
D U bezeichnet.
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In der weiteren Darstellung werden für „D U“ die Begriffe „Natrium- bzw. Phlorizin-
sensitiver Uptake“ verwendet.
Der Anteil des Natrium- bzw. Phlorizin-sensitiven Uptakes ( D U) an der gesamten
Glukoseaufnahme betrug unter Kontrollbedingungen 58,8 – 8,5 % bzw. 60,6 – 6,5 %.
Damit erfolgt die Glukoseaufnahme unter den beschriebenen Versuchsbedingungen
größtenteils natriumabhängig über den SGLT-1.
4.2 Glukoseaufnahme in das Pansenepithel von Damwild
4.2.1 Glukoseuptake und Untersuchung zur Natrium- und Phlorizin-Sensitivität
beim Damwild
Um mögliche Unterschiede in der Aktivität des ruminalen SGLT-1 in Abhängigkeit vom
phylogenetisch geprägten Ernährungstyp aufzudecken, wurden in dieser Studie am
Pansenepithel vom Damwild analoge Untersuchungen zu 4.1 durchgeführt. Beim
Damwild war unter Kontrollbedingungen ein Glukoseuptake von 48,8 – 6,5 pmol× mgProt-
1
× min-1 zu messen (Abb. 4).
Die Glukoseaufnahmeraten im natriumfreien Puffer bzw. nach Phlorizinzugabe waren
jeweils signifikant geringer als der Kontrolluptake, unterschieden sich statistisch aber
nicht untereinander (Abb. 4). Damit kann davon ausgegangen werden, dass Natrium- und
Phlorizin-sensitiver Uptake (in der Darstellung jeweils als D U gekennzeichnet)
übereinstimmen. Der Anteil des Natrium- bzw. Phlorizin-sensitiven Uptakes am Gesamt-
Uptake betrug 25,3 – 10,2 % bzw. 25,1 – 8,0 %. Dieser Anteil war bei nur geringfügig
geringerer Gesamt-Glukoseaufnahme nur etwa halb so groß wie der beim Schaf
ermittelte Phlorizin- und Natrium-sensitive Uptake (Abb. 5).
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Abb. 4:
Glukoseaufnahme (U) in das Pansenepithel beim Damwild und deren Natrium-
und Phlorizin-Sensitivität bei einer mukosalen Glukosekonzentration von 200 µM.
Dargestellt sind Mittelwerte mit SEM; a und b bezeichnen signifikante Unterschiede
(p<0,05) zwischen den Gruppen; D U bezeichnet die Uptake-Differenz zwischen der
Kontrolle und den Ergebnissen unter natriumfreier Inkubation bzw. nach
Phlorizinzugabe. n=7; N=7
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Abb. 5:
Vergleich der Phlorizin-sensitiven Glukoseaufnahme ( D
D D
D U) in das Pansenepithel
von Schaf und Damwild bei einer mukosalen Glukosekonzentration von 200 µM.
Dargestellt sind Mittelwerte mit SEM; * bezeichnet den signifikanten Unterschied
(p<0,05) zwischen den Gruppen.
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Die Versuchsserie zeigte somit, dass auch im Pansen des Damwildes eine
natriumabhängige Glukoseaufnahme über den SGLT-1 erfolgt, jedoch in geringerem
Umfang als beim Schaf.
4.2.2 Elektrophysiologische Auswirkung der Glukosezugabe am Pansenepithel
vom Damwild
Vom Schafspansen ist bereits bekannt, dass sowohl die mukosale als auch die serosale
Zugabe von Glukose am Pansenepithel zu einer Erhöhung des Kurzschlussstromes
führen (SCHABERG 1998; ASCHENBACH et al. 2000b). Nach mukosaler Zugabe ist
die Erhöhung des Isc großenteils direkter Ausdruck des Ladungstransfers mittels
Natriumionen über den SGLT-1 (im Kotransport mit Glukose). Nach serosaler Zugabe
erfolgt die Aufnahme von Glukose zwar elektroneutral über erleichterte Diffusion. Die
serosale D-Glukoseaufnahme kann aber auf metabolischem Wege ebenfalls zu einer Isc-
Erhöhung führen (ASCHENBACH et al. 2000b). Um vergleichende Daten über die
elektrophysiologischen Auswirkungen einer mukosalen bzw. serosalen Glukosezugabe
beim Damwild zu erhalten, wurden die Versuche von SCHABERG (1998) bzw.
ASCHENBACH et al. (2000b) in der vorliegenden Arbeit unter nahezu identischen
Inkubationsbedingungen an Pansenepithelpräparaten vom Damwild wiederholt.
Zunächst wurde bei den in Ussing-Kammern inkubierten Pansenepithelien vom Damwild
entweder D-Glukose oder das nicht metabolisierbare Glukosederivat 3-OMG in der
Konzentration von 10 mM mukosal zugegeben und der Verlauf des epithelialen
Kurzschlussstroms (Isc; siehe Erläuterungen unter „Tiere, Material und Methoden“, Kap.
3.3) gemessen. Sowohl die Zugabe von D-Glukose als auch von 3-OMG führten zu
einem signifikanten Anstieg des Isc (siehe Abb. 6). Nach einer anschließenden mukosalen
Zugabe des SGLT-1-spezifischen Hemmstoffs Phlorizin (45 min nach Zugabe von D-
Glukose bzw. 3-OMG) fiel der Isc in beiden Fällen wieder signifikant ab (Abb. 6). Die
Änderung des Isc nach Zugabe von D-Glukose war wesentlich deutlicher ausgeprägt als
nach Zugabe von 3-OMG (vgl. Abb. 6 A u. B). So betrug der maximale
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Kurzschlussstromanstieg ( D Imax) nach mukosaler Zugabe von 10 mM D-Glukose 0,13 –
0,03 µEq× cm-2 × h-1 und nach Zugabe von 10 mM 3-OMG 0,05 – 0,01 µEq× cm-2 × h-1.
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Abb. 6:
Einfluss der mukosalen Zugabe von je 10 mM D-Glukose (A) oder 3-OMG (B)
auf den epithelialen Kurzschlussstrom (Isc) am Pansenepithel von Damwild.
Dargestellt ist der Verlauf des Isc als Mittelwert mit SEM; * kennzeichnet signifikant
(p<0,05) erhöhte Werte des Isc nach mukosaler Zugabe der Zuckersubstanzen im
Vergleich zum Ausgangswert; # kennzeichnet den verringerten Isc (p<0,05) nach
mukosaler Zugabe des SGLT-1-Hemmstoffs Phlorizin. n=6; N=6
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Im Anschluss wurden beim Damwild je 10 mM D-Glukose oder 3-OMG auf der
serosalen Seite zugegeben und der Verlauf des Isc aufgezeichnet (Abb. 7).
Zeit (min)
0 20 40 60 80 100 120
I sc
(µ
Eq
.
cm
2 .
h-
1 )
0,0
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
1,1
1,2
D-Glukose 10 mM
A
*
Cyt B 100µM
#
Zeit (min)
0 20 40 60 80 100 120
I sc
(µ
Eq
.
cm
2 .
h-
1 )
0,0
0,3
0,4
0,5
0,6
3-OMG 10 mM
B
Abb. 7:
Einfluss der serosalen Zugabe von 10 mM D-Glukose (A) oder 3-OMG (B) auf
den epithelialen Kurzschlussstrom (Isc) am Pansenepithel vom Damwild.
Dargestellt ist der Verlauf des Isc als Mittelwert mit SEM; * kennzeichnet signifikant
erhöhte Isc -Werte (p<0,05) gegenüber dem Ausgangswert bei Zugabe von D-Glukose;
# kennzeichnet in Abb. 7 A die verringerten Isc-Werte (p<0,05) nach Hemmung der
erleichterten Glukosediffusion durch serosale Zugabe von Cytochalasin B (Cyt B). n=6;
N=6
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In der Versuchsgruppe, die D-Glukose erhalten hatte, wurde 45 min nach der
Glukosezugabe Cytochalasin B zugegeben, eine Substanz, die auf der serosalen Seite die
erleichterte Diffusion von Glukose in das Epithel über GLUT-Proteine hemmt. Die
serosale Zugabe von D-Glukose bewirkte einen signifikant größeren Anstieg des
epithelialen Kurzschlussstroms als die mukosale Zugabe und ging nach serosaler Zugabe
von Cytochalasin B wieder signifikant zurück (Abb. 7 A). Nach serosaler Zugabe von 3-
OMG gab es keine Änderung des Isc (Abb. 7 B).
Die Versuchsserie machte insgesamt deutlich, dass die elektrophysiologischen
Reaktionen auf mukosale oder serosale Zugabe von Glukose bzw. 3-OMG beim
Damwild ähnlich verlaufen wie zuvor beim Schaf beschrieben. Jedoch traten beim
Damwild insbesondere nach mukosaler Glukose-/3-OMG-Zugabe geringere Isc-Anstiege
auf als beim Schaf von ASCHENBACH et al. (2000b) beobachtet. Dies könnte im
Zusammenhang mit der geringeren SGLT-1-vermittelten Glukoseaufnahme beim
Damwild gesehen werden (vgl. Kap. 4.2.1) und wird in der „Diskussion“ (Kap. 5.3) noch
einmal vergleichend für Schaf und Damwild analysiert.
4.3 Beeinflussung der apikalen Glukoseaufnahme bei Schafen
4.3.1 Einfluss einer Glukosevorinkubation auf die apikale Glukoseaufnahme im
Pansenepithel
Da Untersuchungen an intestinalen Geweben von Monogastriern und Wiederkäuern
Hinweise auf eine Stimulation der Glukoseaufnahme (v.a. des SGLT-1-vermittelten
Glukosetransportes) erbrachten (siehe „Literaturübersicht“, Kap. 2.3.1), wurde am
Pansenepithel die Glukoseaufnahme nach unterschiedlicher Vorinkubation mit oder ohne
Glukose untersucht. Es wurden einerseits Uptake-Untersuchungen mit Epithelien
durchgeführt, die für die gesamte Vorinkubationszeit von 180 min in 10 mM Glukose
inkubiert waren (Gruppe A). Weitere Epithelien wurden für 120 min in 10 mM Glukose
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und anschließend für 60 min glukosefrei vorinkubiert (Gruppe B). Die darauffolgende
einminütige Uptakeperiode wurde analog zu den bereits beschriebenen Untersuchungen
mit 200 µM Glukose auf der mukosalen Seite durchgeführt. In einem weiteren
Versuchsansatz erfolgte die Uptakemessung nach einer zweistündigen glukosefreien
Vorinkubation (Gruppe C). Die Untersuchungen wurden jeweils in Ab- und Anwesenheit
des SGLT-1-Hemmstoffs Phlorizin durchgeführt. Somit konnte der Phlorizin-sensitive
Uptake ( D U, siehe Erläuterung in Kap. 4.1.2) bestimmt werden.
Bezüglich der Höhe der totalen Glukoseaufnahme gab es keine Unterschiede zwischen
den Epithelien mit dreistündiger glukosehaltiger Vorinkubation (Gruppe A: 78,7 – 9,4
pmol× mgProt-1 × min-1) und den Epithelien, bei denen die Glukose in den letzten 60 min der
Vorinkubation wieder entfernt war (Gruppe B: 80,8 – 9,2 pmol× mgProt-1 × min-1). Auch
beim Phlorizin-sensitiven Glukoseuptake ( D U) unterschieden sich beide Gruppen nicht
signifikant voneinander. In der graphischen Darstellung (Abb. 8) wurden deshalb beide
Gruppen zusammengefasst.
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Abb. 8:
Einfluss der Vorinkubation mit 10 mM Glukose auf den Phlorizin-sensitiven
Glukoseuptake ( D
D D
D U) am Pansenepithel der Schafe.
Dargestellt sind die Mittelwerte von D U mit SEM bei einer mukosalen Glukose-
konzentration von 200 µM nach glukosefreier (Gruppe C) bzw. 2- bis 3- stündiger,
beidseitiger Vorinkubation mit 10 mM Glukose (Gruppe A u. B); * kennzeichnet den
signifikanten Unterschied (p<0,05).
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Im Vergleich dieser beiden Versuchsgruppen (A u. B) mit den Uptake-Werten nach 120-
minütiger Inkubation ohne Glukose (Gruppe C: 49,1 – 5,6 pmol× mgProt-1 × min-1) jedoch
war die Glukoseaufnahme signifikant erhöht. Dies traf sowohl für die totale
Glukoseaufnahme als auch für den SGLT-1-spezifischen, Phlorizin-hemmbaren Anteil
der Glukoseaufnahme zu. Beim Vergleich der Phlorizin-sensitiven Anteile ( D U) ergibt
sich eine signifikante Erhöhung des Glukoseuptakes durch eine Vorinkubation mit 10
mM Glukose (Gruppe A u. B gegenüber Gruppe C; Abb. 8).
4.3.2 Stimulierbarkeit der Glukoseaufnahme durch Aktivierung der Adenylat-
zyklase
Neben der bereits dargestellten Stimulation des SGLT-1 durch das Substrat Glukose gibt
es aus Untersuchungen an anderen Geweben auch Hinweise darauf, dass endrokrin
wirksame Substanzen über den intrazellulären Signalweg mittels cAMP ebenfalls eine
Wirkung auf den SGLT-1 entfalten können (siehe „Literaturübersicht“, Kap. 2.3.3). Um
diesen Aspekt auch am Pansenepithel untersuchen zu können, wurde parallel zu einigen
der unter 4.3.1 beschriebenen Uptake-Untersuchungen eine Stimulation der cAMP-
Bildung mittels Forskolin durchgeführt. Forskolin war in diesen Versuchsgruppen
während der Uptakeperiode in einer Konzentration von 10 µM auf beiden Epithelseiten
anwesend. Da parallel dazu Versuchsansätze mit Phlorizin durchgeführt wurden, konnte
aus der Differenz der Uptake-Werte der SGLT-1-vermittelte Anteil der
Glukoseaufnahme ( D U) berechnet werden. Vergleicht man den Glukoseuptake nach
Stimulation der cAMP-Bildung mit den Werten aus der Versuchsreihe 4.3.1 nach
Vorinkubation mit Glukose ohne Forskolin (siehe Abb. 9), ergibt sich eine Stimulierung
der Phlorizin-sensitiven Glukoseaufnahme durch Forskolin. Statistisch konnte unter
Anwesenheit von Forskolin bei 120-minütiger Vorinkubation mit Glukose ein signifikant
und bei 180-minütiger Vorinkubation ein tendenziell erhöhter Gesamt-Glukoseuptake
nachgewiesen werden. Dabei wurde der Phlorizin-insensitive Glukoseuptake durch
Forskolin nicht signifikant erhöht (Abb. 9).
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Entsprechend den Ergebnissen dieser Versuchsserie kann von einer Stimulation des
Phlorizin-sensitiven Glukoseuptakes ( D U) durch Forskolin ausgegangen werden. Eine
Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels scheint somit die Aktivität des SGLT-1 im
Pansenepithel zu beeinflussen.
4.3.3 Charakterisierung der Sättigungskinetik des SGLT-1 mit und ohne
Stimulation der Adenylatzyklase
Um den Einfluss von Forskolin auf die Transporteigenschaften des ruminalen SGLT-1
näher beschreiben zu können, wurde eine Charakterisierung der Transportkinetik des
SGLT-1 in Abhängigkeit von der Glukosekonzentration in An- bzw. Abwesenheit von
Forskolin vorgenommen (Versuchsablauf siehe „Tiere, Material und Methoden“, Kap.
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Abb. 9:
Einfluss von Forskolin (beidseitig) auf den Phlorizin-sensitiven Glukoseuptake
( D
D D
D U) nach 120- bzw. 180-minütiger Vorinkubation mit 10 mM Glukose.
Dargestellt sind Mittelwerte mit SEM; signifikante Unterschiede (p < 0,05) werden
durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet. n=12; N=8.
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3.7.5). Die Untersuchungen wurden bei einer mukosalen Glukosekonzentration von 50
bis 2000 µM parallel mit 115 bzw. 0 mM Natrium im Inkubationspuffer durchgeführt.
Aufgrund der Natriumabhängigkeit des SGLT-1 sind die Ergebnisse bei natriumfreier
Inkubation den Ergebnissen nach Hemmung des SGLT-1 durch Phlorizin gleichzusetzen
(siehe dazu auch Kap. 3.1.1).
Als erstes erfolgt die Beschreibung der Versuchsergebnisse ohne Stimulation von cAMP
durch Forskolin:
Der Glukoseuptake der Epithelien zeigte bei Inkubation mit 115 mM Natrium im Bereich
von 50 bis 700 µM eine Abhängigkeit von der mukosalen Glukosekonzentration in Form
einer Michaelis-Menten-Kinetik (Berechnung siehe „Tiere, Material und Methoden“,
Kap. 3.5.2). Hierbei betrug die maximale Uptakerate
D UGmax = 19,3 – 16,8 pmol× mgProt-1 × min-1 und die scheinbare Halbsättigungskonstante
KG0,5 = 30,1 – 89,5 µmol× l-1 (Abb. 10 A). Für den Bereich darüber hinausgehender
Glukosekonzentrationen (1000, 1500 und 2000 µM) wurden die berechneten
Glukoseaufnahmeraten aufgrund hoher Schwankungen der Einzelwerte nicht mit in die
Berechnung der kinetischen Parameter einbezogen (Daten nicht dargestellt). Bei
Epithelien in natriumfreier Inkubation stieg die Glukoseaufnahme im Bereich von 50 bis
2000 µM je µM Konzentrationserhöhung linear um 0,077 – 0,03 pmol× mgProt-1 × min-1 an
(r = 0,98).
Unter Stimulation der cAMP-Bildung mit 10 µM Forskolin stellt sich die
Transportkinetik der Glukoseaufnahme wie folgt dar:
Bei Anwesenheit von 10 µM Forskolin ergab sich ein ähnlicher Zusammenhang zwischen
Glukosekonzentration und Uptake (wie in Abb. 10 A) mit dem Unterschied, dass der
Glukoseuptake unter natriumhaltiger Inkubation höher war als ohne Forskolin (p < 0,05
bei 50, 100 und 700 mM Glukose; # in Abb. 10 B).
Bei Anwesenheit von 10 µM Forskolin konnte für den Bereich von 50 bis 700 µM
mittels der Michaelis-Menten-Gleichung ebenfalls eine Sättigungskinetik in Abhängigkeit
von der mukosalen Glukosekonzentration aufgezeigt werden.
Dabei betrug D UGmax = 39,3 – 18,9 pmol× mgProt-1 × min-1 und KG0,5 = 23,5 – 44,8 µmol× l-1.
Auch bei dieser Berechnung wurden die Uptake-Werte bei der mukosalen
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Glukosekonzentration von 1000 bis 2000 µM Glukose nicht mit berücksichtigt (Daten
nicht dargestellt). Unter natriumfreien Inkubationsbedingungen im Bereich von 50 bis
2000 µM betrug der lineare Anstieg der Glukoseaufnahme 0,099 – 0,03 pmol× mgProt-1
× min-1 je µM Konzentrationserhöhung (r=0,99).
Insgesamt bestätigen die Ergebnisse dieser Versuchsreihe, dass der natriumabhängige
Glukoseuptake in Ab- und Anwesenheit von Forskolin konzentrationsabhängig erfolgt
und einer Sättigungskinetik unterliegt. Obwohl v.a. UGmax in Anwesenheit von Forskolin
erhöht schien, waren die Parameter D UGmax und KG0,5 durch die Stimulation der
Adenylatzyklase zumindest nicht signifikant verändert. Somit lässt sich eine
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Abb. 10:
Glukoseuptake (U) bei mukosalen Glukosekonzentrationen von 50 bis 700 µM mit
Natriumhaltiger und -freier Inkubation, ohne (A) und mit Stimulation durch beidseitge
Forskolin-Zugabe (B).
Dargestellt sind Mittelwerte mit SEM; A und B jeweils n=6, N=6.
* bezeichnet signifikante Unterschiede zwischen Natrium-abhängigem und
-unabhängigem Uptake (bei 400 µM Glukose in Anwesenheit von Forskolin
p=0,07);
# bezeichnet signifikante Unterschiede zwischen Forskolin-freiem und Forskolin-
stimuliertem Glukoseuptake (beim Vergleich der Einzel-Konzentrationen).
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Beeinflussung der Transportkinetik des SGLT-1 durch Forskolin statistisch nicht sichern.
Beim direkten Vergleich des Glukoseuptakes (Abb. 10 A u. B) konnte jedoch bei
einzelnen mukosalen Glukosekonzentrationen eine Stimulation der Glukoseaufnahme
durch Forskolin nachgewiesen werden (siehe # in Abb. 10 B). Damit wird die im Kap.
4.3.2 beschriebene Beobachtung untermauert, dass cAMP die
SGLT-1-Akivität erhöhen kann.
4.4 Hormonelle Beeinflussbarkeit der Glukoseaufnahme am
Pansenepithel von Schafen
Die bisherigen Studien zeigten die Möglichkeit einer Stimulierung der Glukoseaufnahme
über eine Aktivierung der Adenylatzyklase. Dieser intrazelluläre Signalweg wird von
vielen Hormonen genutzt, um bestimmte Zellvorgänge zu beeinflussen. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte nun geklärt werden, ob Hormone, die in anderen Geweben
nachweislich einen Einfluss auf cAMP haben, auch im Pansenepithel über diesen
intrazellulären Signalweg die Glukoseaufnahme stimulieren.
In den nachfolgenden Versuchsreihen wurden einige Hormone auf diese Eigenschaft hin
untersucht. Der prinzipielle Ablauf ist unter „Tiere, Material und Methoden“ in Kap.
3.7.6 beschrieben. 15 Minuten vor der mukosalen Glukosezugabe wurde dem glukosefrei
vorinkubierten Epithel serosal das jeweilige Hormon in den nachfolgend beschriebenen
Konzentrationen zugegeben.
4.4.1 Hormonelle Beeinflussbarkeit der Glukoseaufnahme durch Noradrenalin
Die Untersuchungen wurden zunächst mit Katecholaminen durchgeführt. Als erstes
wurde Noradrenalin in den Konzentrationen von 1 pM, 1 nM, 1 µM und 300 µM
zugegeben und der Glukoseuptake unter diesen Bedingungen im Verhältnis zur Kontrolle
(ohne hormonelle Vorinkubation) ermittelt. Noradrenalin stimulierte unter den
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verwendeten Versuchsbedingungen den Glukoseuptake bei keiner der zugegebenen
Konzentrationen signifikant (n=4, Daten nicht gezeigt).
4.4.2 Beeinflussbarkeit der Glukoseaufnahme durch Adrenalin, Glukagon 29 und
Glukagon 37
Als nächstes wurde der Einfluss des Katecholamins Adrenalin auf den Glukoseuptake
bestimmt. Weiterhin wurden in derselben Versuchsserie die Peptidhormone Glukagon 29
(pankreatisches Glukagon) und Glukagon 37 (enterisches Glukagon) eingesetzt, von
denen proabsorptive Eigenschaften bei anderen Epithelien beschrieben werden. Die
Epithelien wurden 15 Minuten vor der Glukosezugabe serosal mit jeweils einem dieser
Hormone inkubiert und danach der Glukoseuptake in Anwesenheit der Hormone im
Vergleich zur Kontrolle (ohne Hormone) bestimmt.
Der Glukoseuptake der Kontrolle betrug 52 – 8,3 pmol× mgProt-1 × min-1. Wegen stark
schwankender basaler Glukoseaufnahmen unter Kontrollbedingungen wurden im
Folgenden alle Werte zu dem Glukoseuptake unter Kontrollbedingungen ins Verhältnis
gesetzt, um so die relativen Anstiege der Glukoseaufnahmen in Bezug auf das
Ausgangsniveau (Kontrolle = 100%) herausarbeiten zu können (Abb. 11).
Die Stimulierung durch Glukagon 29 (500 nM serosal) war nicht signifikant (25,1 – 11
%), während Adrenalin (100 µM serosal) und Glukagon 37 (10 nM serosal) den
Glukoseuptake jeweils signifikant um mehr als 75 % steigerten (Abb. 11).
Der Glukoseuptake unter Anwesenheit von Phlorizin blieb ohne und mit hormoneller
Vorinkubation konstant, d.h. nur der Phlorizin-sensitive (SGLT-1-vermittelte) Anteil der
Glukoseaufnahme war durch die untersuchten Hormone stimulierbar.
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Es wurde deutlich, dass eine hormonelle Steigerung der Glukoseresorption am Pansen
durch Adrenalin und Glukagon-37 prinzipiell möglich ist.
4.4.3 cAMP-Konzentration im Pansenepithel nach hormoneller Stimulation
Nachdem durch die Hormone Adrenalin und Glukagon 37 eine Stimulation der
Glukoseaufnahme erfolgte, stellte sich die Frage nach dem Weg dieser Stimulation. Eine
möglicher Regulationsweg ist die Eigenschaft dieser Hormone, den cAMP-Spiegel zu
erhöhen. Das würde auch der Beobachtung entsprechen, dass die Stimulation der cAMP-
Bildung durch Forskolin ebenfalls zu einem gesteigerten Glukoseuptake führte (siehe
4.3.2 u. 4.3.3). Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde in diesem Versuchsansatz die
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Abb. 11:
Stimulierung des Glukoseuptakes (U) nach serosaler hormoneller Vorinkubation
Dargestellt sind jeweils der Glukoseuptake ohne bzw. mit mukosaler Anwesenheit von
Phlorizin. Alle Angaben (als Mittelwerte mit SEM) beziehen sich prozentual auf den
Uptake der Kontrolle ohne Hemmung durch Phlorizin.
Signifikante Unterschiede (p < 0,05) werden durch verschiedene Buchstaben
gekennzeichnet. n=7; N=4
56
im Epithel vorhandene cAMP-Konzentration gemessen. Die Analyse erfolgte in
demselben Epithelzelllysat, welches im vorhergehenden Kapitel (4.4.2) zur
Glukosebestimmung diente. Somit war also ein direkter Vergleich zwischen dem
Glukoseuptake und der cAMP-Konzentration möglich. Zur Verdeutlichung der
Zusammenhänge sind die im vorherigen Versuch rechnerisch ermittelten Phlorizin-
sensitiven (SGLT-1-spezifischen) Uptake-Werte ( D U) den cAMP-Konzentrationen
gegenübergestellt (Abb. 12). Die Erhöhung des Phlorizin-sensitiven Glukoseuptakes ging
einher mit tendenziellen Erhöhungen der cAMP-Konzentrationen. Die Erhöhungen fielen
jedoch sehr gering aus und waren statistisch abzusichern. Damit konnte eine mögliche
Beteiligung von cAMP am Hormoneffekt mit der gewählten Versuchseinstellung nicht
herausgearbeitet werden.
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Abb. 12:
Vergleich zwischen Phlorizin-sensitivem Glukoseuptake ( D
D D
D U) (A) und der cAMP-
Konzentration im Pansenepithel (B) nach serosaler Vorinkubation mit
verschiedenen Hormonen
Dargestellt sind die Mittelwerte mit SEM; signifikante Unterschiede (p<0,05) werden
durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet.
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4.4.4 Auswirkungen der Hormone auf den epithelialen Kurzschlussstrom
Nachdem sich durch die oben eingesetzten Hormone eine signifikante Änderung der
Glukoseaufnahme ergab, wurde der Einfluss der verwendeten Hormone auf elektrogene
Transportprozesse untersucht (Abb. 13).
Änderungen des transepithelialen Kurzschlussstroms ( D Isc) erlauben allgemeine Aussagen
über die Auswirkungen der Hormone auf den zellulären Ionentransport, ohne diese
Veränderungen jedoch einem speziellen Ion zuordnen zu können. In Abb. 13 ist der Isc-
Verlauf für die Hormone Adrenalin, Glukagon 29 und Glukagon 37 jeweils der Kontrolle
gegenübergestellt. Es konnte nur nach Zugabe von Adrenalin eine signifikante Steigerung
des Kurzschlussstroms gemessen werden (Abb. 13 A), was als ein Hinweis auf
Veränderungen elektrogener Ionentransporte gewertet werden kann.
Die Ergebnisse dieser Versuche machen deutlich, dass die hormonelle Stimulation des
SGLT-1 isoliert von einer elektrophysiologisch fassbaren Änderung ionaler
Transportprozesse erfolgen kann. Eine Stimulation des SGLT-1 trat sowohl bei einem
Hormon auf, dass den Isc erhöhte (Adrenalin), als auch bei einem Hormon, welches ihn
nicht veränderte (Glukagon-37).
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Abb. 13:
Isc-Verlauf am
Pansenepithel nach
serosaler Zugabe
von 100 µM
Adrenalin (A), 500
nM Glukagon 29
(B) und 10 nM
Glukagon 37 (C)
Dargestellt sind
Minutenwerte als
arithmetische
Mittelwerte mit
SEM; n=16; N=4
* bezeichnet den
signifikanten
Unterschied des Isc
im Vergleich zum
Basalwert vor der
Zugabe von
Adrenalin.
Die Klammer in Abb.
13A bezeichnet die
Differenz des
Kurzschlussstroms
( D Isc) zwischen dem
Wert vor Zugabe
und dem Wert 15
min nach Zugabe
von Adrenalin (siehe
Abb. 16).
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Um die durch verschiedene Manipulationen eventuell auftretenden Änderungen des Isc im
Folgenden besser gegenüber stellen zu können, wurde jeweils der Isc zu einem definierten
Zeitpunkt nach der Manipulation mit dem Isc vor Manipulation verglichen. Es ergibt sich
die Differenz des Kurzschlussstroms ( D Isc), wie sie in der Abb. 13 A als Klammer
dargestellt ist. Diese Differenz zwischen dem Isc zum Zeitpunkt der Zugabe und 15
Minuten nach der Zugabe von Adrenalin wird in späteren Abbildungen zur
Elektrophysiologie (Abb. 16, 18 u. 20) als Säulendiagramm dargestellt.
4.4.5 Nachweis des Signalweges der Adrenalinwirkung
Gemäß der Zielvorgabe der vorliegenden Arbeit (siehe „Einleitung“) sollte nach
Abklärung der prinzipiellen Regulationsmöglichkeiten des ruminalen SGLT-1 ein
Regulationsmechanismus detaillierter untersucht werden. Für diese Untersuchungen
wurde die hormonelle Regulation über Adrenalin ausgewählt, bei der nicht nur eine
Erhöhung der Glukoseaufnahme auftrat, sondern auch eine messbare Änderung des
epithelialen Kurzschlussstroms.
Zur Charakterisierung des intrazellulären Signalweges der Adrenalinwirkung wurde die
cAMP-stimulierbare Proteinkinase A mit 2 µM H-89 blockiert. Es wurde der
Glukoseuptake nach Zugabe von 100 µM Adrenalin mit und ohne H-89 bestimmt. Zur
Kontrolle wurde H-89 in einer Versuchsgruppe ohne Adrenalin zugegeben. H-89 hatte
keinen Eigeneffekt auf den Glukoseuptake. Jedoch wurde der Effekt von Adrenalin auf
den Phlorizin-sensitiven Anteil ( D U) des Glukoseuptakes durch H-89 vollständig
gehemmt (Abb. 14).
Der Phlorizin-insensitive Anteil der Glukoseaufnahme wurde durch die unterschiedliche
Behandlung nicht beeinflusst (nicht dargestellt).
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Nachdem die Untersuchungen zum cAMP-Gehalt im Pansenepithel (Kap. 4.4.3) nur
„tendenzielle“ Hinweise auf eine Beteiligung von cAMP am Adrenalineffekt geliefert
hatten, konnte mit den Untersuchungen dieses Kapitels nachgewiesen werden, dass die
Adrenalin-vermittelte Stimulierung der Glukoseaufnahme zwingend eine Aktivierung des
cAMP/Proteinkinase-A-Signalweges erfordert.
4.5 Adrenalin-stimulierte Glukoseaufnahme – Charakterisierung
des beteiligten Rezeptors am Pansenepithel von Schafen
Für die Vermittlung der Effekte von Adrenalin können verschiedene Adrenalin-
rezeptoren (Adrenozeptoren) verantwortlich sein. Ziel der folgenden Studien sollte es
sein, der Frage nachzugehen, über welchen Rezeptor der oben beschriebene
stimulierende Effekt von Adrenalin auf die Glukoseaufnahme vermittelt wird. Der
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Abb. 14:
Hemmbarkeit der Adrenalin-vermittelten Stimulierung des Glukoseuptakes
durch Blockade der Proteinkinase A mit H-89.
Dargestellt ist der Phlorizin-sensitive Uptake ( D U) in Prozent der Kontrolle (ohne
Zusatz von H-89) als Mittelwert mit SEM; signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen werden durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet.
n=5; N=5
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intrazelluläre Signalweg über cAMP wird meist durch Bindung des Adrenalins an einen
G-Protein-gekoppelten b -Rezeptor initiiert. Zugleich sollte durch die Zugabe
verschiedener Adrenozeptor-Agonisten und –Antagonisten festgestellt werden, ob die
elektrophysiologischen Veränderungen nach Adrenalinzugabe vom selben Rezeptortyp
ausgelöst werden wie die Veränderungen der Glukoseaufnahme.
4.5.1 Hemmbarkeit der Adrenalin-Wirkung auf die Glukoseaufnahme durch
Adrenozeptor-Antagonisten
Zur Abklärung oben beschriebener Fragestellung wurden in dieser Versuchsreihe
spezifische Adrenozeptor-Antagonisten ( a 1-, a 2- und b -Blocker) verwendet. Es wurde
jeweils 15 min vor der Adrenalinzugabe serosal der a 1-Blocker Prazosin (10-6M), der a 2-
Blocker Yohimbin (10-5M) und der b -Blocker Bupranolol (10-4M) zugegeben (Abb. 15).
Der Versuchsablauf ist im Abschnitt „Tiere, Material und Methoden“, Kap. 3.7.7
beschrieben. Nach der serosalen Zugabe von 100 µM Adrenalin erfolgte wiederum ein
signifikanter Anstieg der Glukoseaufnahme gegenüber der Kontrolle (Abb. 15).
Bei den Versuchsgruppen, welche mit Prazosin, Yohimbin oder Bupranolol vorinkubiert
waren und dann Adrenalin erhielten, unterschied sich der Glukoseuptake weder
signifikant von der Kontrolle noch signifikant von der Versuchsgruppe, die nur Adrenalin
erhielt. Ein Rückschluss auf den beteiligten Rezeptortyp war somit nicht möglich.
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4.5.2 Epithelialer Kurzschlussstrom nach Adrenalinzugabe unter Einwirkung
von Rezeptor-Blockern
Während der unter 4.5.1 beschriebenen Versuchsreihe wurde der Verlauf des epithelialen
Kurzschlussstromes Isc gemessen. Die Zugabe der Rezeptor-Blocker hatte keinen
Eigeneffekt auf den Isc (Daten nicht gezeigt). Nach Zugabe von Adrenalin gab es jedoch
deutliche Unterschiede in den Behandlungsgruppen (Abb. 16). In der folgenden
Abbildung werden die Differenzen des Kurzschlussstroms ( D Isc) zwischen dem Zeitpunkt
der Adrenalinzugabe und 15 Minuten danach dargestellt (siehe Kap. 4.4.4). Diese
Differenzen sind zusätzlich um einen zeitlich bedingten Isc-Abfall korrigiert, der innerhalb
der 15-minütigen Behandlung bei den Kontrolleepithelien messbar war.
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Abb. 15:
Auswirkung von Adrenozeptor-Antagonisten auf die Adrenalin-Stimulation der
Glukoseaufnahme (U)
Dargestellt ist die relative Glukoseaufnahme im Vergleich zur Kontrolle (ohne
Adrenalin), mit Adrenalin ohne und mit spezifischer Blockade der Adrenozeptoren als
Mittelwerte mit SEM; * bezeichnet den signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen
dem Adrenalin-stimulierten Uptake (ohne Blocker) und der Kontrolle.
n=8; N=4
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Nach Adrenalinzugabe stieg der Kurzschlussstrom bei den Epithelien, die mit dem a 1-
Blocker Prazosin bzw. dem b -Blocker Bupranolol vorinkubiert waren, signifikant an
(Abb. 16). Nach Vorinkubation mit dem a 2-Blocker Yohimbin bewirkte Adrenalin einen
signifikanten Isc-Abfall im Vergleich zu Epithelien, die nur Adrenalin erhalten hatten.
Die Analyse des Isc innerhalb dieser Versuchsserie lieferte folglich elektrophysiologische
Hinweise auf die Präsenz aller drei Rezeptortypen ( a 1, a 2 und b) im Pansenepithel des
Schafes. a 1 und b -Rezeptoren schwächen den Gesamteffekt von Adrenalin ab, da eine
Blockade dieser Rezeptoren den Gesamteffekt von Adrenalin verstärkt. Die a 2-Wirkung
scheint hingegen unter den gewählten Bedingungen die elektrophysiologisch
dominierende Komponente des gesamten Adrenalineffektes zu sein, da eine a 2-Blockade
den Adrenalineffekt invertiert.
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Abb. 16:
Kurzschlussstrom-Änderung ( D
D D
D Isc) durch 100 µM Adrenalin (serosal) nach
Vorinkubation mit Adrenalin-Rezeptorblockern (jeweils serosal)
Dargestellt sind die Differenzen zwischen dem Isc vor und 15 Minuten nach serosaler
Adrenalin-Zugabe; korrigiert um den D Isc der Kontrolle als Mittelwerte mit SEM.
Signifikante Unterschiede werden mit verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet,
** bezeichnet von 0 verschiedene Werte (p<0,01). n=8; N=4
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4.5.3 Effekt von Adrenozeptor -Agonisten auf die Glukoseaufnahme
Da die Untersuchungen mit Rezeptorblockern offen gelassen hatten, welcher
Adrenozeptor den stimulierenden Effekt von Adrenalin auf die Glukoseaufnahme
vermittelt, wurde dieser Frage durch gezielte Zugabe spezifischer Adrenozeptor-
Agonisten weiter nachgegangen. Anstelle von Adrenalin wurden serosal spezifische a 1-
(Methoxamin), a 2- (Clonidin) und b -Agonisten (Isoproterenol) 15 min vor Zugabe der
Glukose eingesetzt (Abb. 17). Die Konzentration der Agonisten betrug jeweils 10-4M
(siehe auch „Tiere, Material und Methoden“, Kap. 3.7.8).
Der b -Rezeptor-Agonist Isoproterenol steigerte die Glukoseaufnahme gegenüber der
Kontrolle signifikant (Abb.17 A), während die a -Rezeptor-Agonisten Methoxamin ( a 1)
und Clonidin ( a 2) keine Auswirkung auf den Glukoseuptake hatten (Abb. 17 B). Somit
scheint der Adrenalineffekt auf den SGLT-1 über einen der b -Rezeptor-Subtypen
vermittelt zu sein.
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Abb. 17:
Auswirkung der serosalen Zugabe von b
b b
b - (A) und a
a a
a -Rezeptor-Agonisten (B) auf
den Glukoseuptake bei einer mukosalen Glukosekonzentration von 200 µM
Dargestellt sind Mittelwerte des Glukoseuptakes im Verhältnis zur Kontrolle mit SEM;
* bezeichnet den signifikanten Unterschied zur Kontrolle (p<0,05). n=12; N=4.
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4.5.4 Epithelialer Kurzschlussstrom nach Zugabe von Adrenozeptor-Agonisten
Sowohl während der unter 4.5.3 beschriebenen Versuche als auch in einer eigenständigen
Versuchsreihe in Anwesenheit des Prostaglandinsynthesehemmers Indometacin wurde
unter Short-circuit-Bedingungen der epitheliale Kurzschlussstrom gemessen (Abb. 18).
Indometacin wurde eingesetzt, um einen eventuell auftretenden Prostaglandin-
vermittelten Effekt (siehe „Literaturübersicht“, Kap. 2.3.2) als Störfaktor herauszufiltern
und damit zu überprüfen, ob die Isc-Veränderungen tatsächlich über Adrenozeptoren
herbeigeführt wurden.
Bei Inkubation ohne Indometacin erfolgte nach Zugabe des b -Agonisten Isoproterenol
ein Abfall des Kurzschlussstroms (p<0,01), während der a 2-Agonist Clonidin einen
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Abb. 18:
Kurzschlussstrom-Änderung ( D
D D
D Isc) nach serosaler Zugabe von Adrenozeptor-
Agonisten in Ab (A)– bzw. Anwesenheit (B) von Indometacin (beidseitig)
Dargestellt sind die Differenzen zwischen dem Isc vor und 10 Minuten nach Agonisten-
Zugabe als Mittelwerte mit SEM; korrigiert um den Isc-Abfall der Kontrolle
(Zeiteffekt).
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen werden mit verschiedenen
Buchstaben gekennzeichnet, * bzw. ** kennzeichnen von 0 verschiedene Werte mit
p<0,05 bzw. 0,01.
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geringgradigen Isc-Anstieg hervorrief (p<0,05) ( D Isc siehe Abb. 18 A). Der a 1-Agonist
Methoxamin bewirkte einen tendenziellen Isc-Abfall.
Unter Einfluss von Indometacin war nach der Zugabe von Isoproterenol wieder ein
hochsignifikanter Isc-Abfall festzustellen, Clonidin erhöhte den Isc signifikant und
Methoxamin hatte keinen statistisch nachweisbaren Effekt auf den Isc (Abb. 18 B). Auf
die Glukoseaufnahme hatte der Einsatz von Indometacin jedoch keinen Einfluss (Daten
nicht gezeigt).
Die Untersuchungen dieser Versuchsserie bestätigten, dass der a 2-Rezeptor unter den
gewählten Versuchsbedingungen der elektrophysiologisch dominierende Rezeptor im
Pansenepithel ist, da nur der a 2-Agonist eine gleichsinnige Wirkung zu Adrenalin hatte
(vgl. Adrenalin in Abb. 16). Dem a 2-Effekt wird v.a. durch b -Rezeptoren
entgegengewirkt.
4.5.5 Rolle der b
b b
b -Rezeptoren bei der Stimulation der Glukoseaufnahme
Nachdem sich in den vorangegangenen Studien der unspezifische b -Agonist
Isoproterenol als der einzige signifikante Stimulator der Glukoseaufnahme erwies,
konzentrierte sich die folgende Untersuchung auf die Identifikation des dafür
verantwortlichen b -Rezeptor-Subtyps. Es wurden spezifische b -Agonisten (Dobutamin,
b 1; Terbutalin, b 2 und BRL 37344, b 3) eingesetzt (siehe „Tiere, Material und Methoden“,
Kap. 3.7.8). Als Kontrolle diente der Glukoseuptake ohne vorherige Agonisten-Zugabe.
Dieser wurde in der Darstellung gleich 100% gesetzt (Abb. 19). Durch Vorinkubation
mit dem b 2-Rezeptor-Agonist Terbutalin trat eine signifikante Stimulierung der
Glukoseaufnahme gegenüber der Kontrolle ein (Abb. 19 A). Die anderen Agonisten ( b 1
und b 3) hatten keinen Effekt auf den Glukoseuptake (Abb. 19 B).
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Somit kann davon ausgegangen werden, dass der stimulierende Effekt von Adrenalin
über einen b 2-Rezeptor vermittelt wird, obwohl zum selben Zeitpunkt ein a 2-Rezeptor
die Elektrophysiologie dominiert (vgl. Kap. 4.5.2 und 4.5.4).
4.5.6 Epithelialer Kurzschlussstrom nach Zugabe von b
b b
b -Rezeptor-Agonisten-
Subtypen
Da es in den Uptake-Studien Hinweise auf das Vorhandensein von b 2-Rezeptoren
gegeben hat (Kap. 4.5.5) wurde mittels Aufzeichnung des Kurzschlussstroms eine
Subtypisierung der b -Rezeptoren am Pansenepithel vorgenommen.
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Abb. 19:
Auswirkung der serosalen Zugabe von b
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b 2- (A), bb bb 1- und bb bb 3-Rezeptor-Agonisten (B)
auf den Glukoseuptake bei einer mukosalen Glukosekonzentration von
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Dargestellt sind die Mittelwerte des Glukoseuptakes im Verhältnis zur Kontrolle mit
SEM; * bezeichnet den signifikanten Unterschied zur Kontrolle (p<0,05). n=7; N=4
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Sowohl die Zugabe des b -Rezeptor-Agonisten Isoproterenol als auch des b 2-Agonisten
Terbutalin führten zu einem hochsignifikanten Isc-Abfall (Abb. 20). Der Isc-Abfall nach
serosaler Zugabe von Terbutalin war geringer ausgeprägt als bei den Epithelien, die
Isoproterenol erhielten (vgl. auch 4.5.3). Die Kurzschlussstromänderungen nach Zugabe
von Dobutamin und BRL 37344 waren statistisch nicht von 0 verschieden.
Sowohl die Uptake-Ergebnisse (Kap.4.5.5) als auch die elektrophysiologischen Daten
(Kap. 4.5.6) nach der b -Rezeptor-Subtypisierung lassen den Schluss zu, dass am
Pansenepithel der b 2-Adrenozeptor vorhanden ist. Dieser Rezeptor scheint eine
entscheidende Rolle bei der Regulation der ruminalen Glukoseresorption zu spielen.
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Abb. 20:
Kurzschlussstrom-Änderung ( D
D D
D Isc) durch serosale Zugabe von bb bb -Rezeptor-
Agonisten in Anwesenheit von 10 µM Indometacin
Dargestellt sind die Differenzen zwischen dem Isc vor und 10 Minuten nach Agonisten-
Zugabe als Mittelwerte mit SEM; korrigiert um den Isc-Abfall der Kontrolle
(Zeiteffekt). Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen werden mit
verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet (p<0,05); ** kennzeichnet von 0
hochsignifikant verschiedene Werte (p<0,01). n=12; N=4
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5 Diskussion
Als der zentrale mukosale Glukosetransportmechanismus im Schafspansen wurde in den
Arbeiten von SCHABERG (1998); ASCHENBACH et al. (2000b) und KURZE (2001)
der Natrium-Glukose-Kotransporter (SGLT-1) nachgewiesen. In Fortsetzung dieser
Arbeiten sollten in der vorliegenden Studie verschiedene Regulationsprinzipien des
mukosalen SGLT-1 untersucht werden. Vom Darm bereits bekannte Regelmechanismen
wurden hier auf ihre Wirksamkeit im Pansenepithel überprüft. Es bestand weiterhin die
Grundidee, dass eine Regulation der Glukoseresorptionskapazität entsprechend dem
Glukoseangebot einen entscheidenden Beitrag zur Senkung der intraruminalen
Glukosekonzentration liefern kann. Eine angebotsorientierte Glukoseelimination aus dem
Pansen wäre daher aus klinischer Sicht geeignet, das Risiko für bakterielle
Dysfermentationen einschließlich der Folgeerkrankungen (sog. Pansenazidosekomplex)
zu senken.
Zur Bearbeitung der Fragestellung wurde auf der Basis der herkömmlichen Ussing-
Kammer-Technik ein Verfahren entwickelt, mit dem die Glukoseaufnahme über den
SGLT-1 mit einer sehr guten zeitlichen Auflösung erfasst werden konnte. Kurzfristige
Änderungen in dessen Transportaktivität (z.B. nach hormoneller Zugabe) waren so
erfassbar. Stellvertretend für die landwirtschaftlich bedeutsamen Nutztiere Rind und
Schaf, welche beide zu den Rauhfutter-adaptierten Wiederkäuern zählen, wurde das
Schaf als zentrales Untersuchungsobjekt ausgewählt. Bei dieser Spezies konnte mit der
neu entwickelten Technik sowohl eine Stimulierbarkeit des ruminalen SGLT-1 durch das
Glukoseangebot als auch eine Stimulation auf hormoneller Ebene nachgewiesen werden.
Darüber hinaus wurde die phylogenetische Ausprägung der SGLT-1-Funktion von
Rauhfutterfressern vs. Intermediärtypen im Speziesvergleich von Schaf und Damwild
untersucht.
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5.1 Uptake-Messung mittels modifizierter Ussing-Kammer-Technik
Durch die Verwendung der in Kap. 3.2 u. 3.4 beschriebenen Ussing-Kammer-
Versuchsanordnung war es möglich, sowohl bei Schafen als auch bei Damwild eine
Aufnahme von mukosal zugegebener Glukose (= Glukoseuptake) in das Epithel
nachzuweisen. Um zuverlässige Aussagen über den Glukosetransport über den ruminalen
SGLT-1 erhalten zu können, wurde native Glukose als Substrat zugegeben (siehe dazu
Kap. 3.4.1). Ein Problem der Uptake-Studien mit nativer Glukose liegt aber darin, dass
die Glukose metabolisiert werden kann. Dies würde zu einer Abnahme der im Epithel
messbaren Glukosekonzentration führen. Diesem Problem wurde durch zwei
verschiedene Maßnahmen begegnet: Zum einen wurde die Uptakeperiode zeitlich sehr
kurz gestaltet (1 min), so dass nur ein kurzer Zeitraum für eine eventuelle
Metabolisierung der Glukose zur Verfügung stand. Andererseits wurde durch die
mehrfache Spülung des Epithels mit eisgekühlter Pufferlösung zum Ende der
Uptakeperiode und die weitere Kühlung des Epithels versucht, zelluläre
Stoffwechselprozesse zu minimieren. Da die Analyse der Glukosekonzentration mit der
radioaktiven Markierung von C-Atomen der eingesetzten Glukose erfolgte, wurden aber
auch Glukosemetabolite im Epithel miterfasst. Die Abgabe von HCO3- / CO2 (und damit
der Verlust von markierten C-Atomen) aus dem Medium sollte durch das alkalische
Milieu während der Lysierung des Epithels (mit NaOH) unterbunden werden.
Einer Verfälschung der Messergebnisse durch eine weitere Glukoseaufnahme nach
Beendigung der Uptakeperiode (vor der anschließenden Lyse des Epithels) wurde
einerseits durch die glukosefreie Spülung entgegengewirkt, so dass kein Substrat für den
SGLT-1 mehr zur Verfügung stand. Weiterhin bewirkt eine Temperaturabsenkung durch
die eiskalte Spüllösung einen Stopp der Transportprozesse und somit auch des
Glukosetransports über den SGLT-1.
Durch die rasche Pufferumwälzung in den Kammern mittels Gasliftapparatur konnten
zugegebene Substanzen (z.B. radioaktiv markierte Glukose) schnell und in einheitlicher
Konzentration zum Epithel gelangen. Ein eventuelles Totzeitvolumen der Apparatur kam
damit kaum zum Tragen, was durch die stets einheitlichen Messwerte bei den [H]-
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Proben belegt wurde (Entnahme der [H]-Proben 20 und 25 s nach Zugabe der Aktivität
zur Doppelbestimmung der spezifischen Glukoseaktivität auf der heißen Seite; siehe Kap.
3.5.1).
Durch die sehr unterschiedliche Ausprägung der Zelllagen des mehrschichtigen Epithels
war die Tier-individuelle Streuung der ermittelten Uptake-Ergebnisse teilweise recht
groß, wenn sie auf die serosale Fläche des Epithels (entspricht dem Innendurchmesser
der beiden Ussingkammerhälften) bezogen wurde. Infolgedessen müsste als Bezugsgröße
entweder die morphometrisch ermittelte mukosale Oberfläche oder die Proteinmenge der
Epithelzellen in die Uptakeberechnung einfließen. (siehe dazu Kap. 3.4.3 u. Kap. 4.1.1,
Tab. 2). In der vorliegenden Arbeit wurde der gemessene Glukoseuptake auf die
Gesamtmenge der zellulären Proteine (sowohl funktionelles als auch strukturelles
Protein) bezogen, welche im Lysat quantitativ ermittelt wurde. Da die Lyseprozedur und
die Einwirkzeit der NaOH-Lösung in allen Versuchen gleich war, kann eine
Vergleichbarkeit der so berechneten Uptake-Werte untereinander gewährleistet werden.
5.2 Glukoseaufnahme in das Pansenepithel von Schafen
Zur Identifikation des SGLT-1-vermittelten Anteils der ruminalen Glukoseaufnahme
sowohl bei Schafen als auch beim Damwild wurden zwei verschiedene Versuchsansätze
verwendet, die spezifisch den SGLT-1-vermittelten Glukosetransport hemmen. Dabei
handelte es sich einerseits um eine natriumfreie Inkubation (WRIGHT et al. 1994) und
andererseits um die Zugabe des spezifischen Hemmstoffs Phlorizin (KIMMICH 1990).
Bei beiden Versuchsansätzen trat jeweils eine Reduzierung der Glukoseaufnahme ein
(siehe Kap. 4.1.2 und 4.2.1). Der Vergleich der Ergebnisse nach Anwendung von
natriumfreier Inkubation bzw. Phlorizinzugabe zeigte eine deutliche Übereinstimmung
des Anteils der unter diesen Umständen noch messbaren Glukoseaufnahme. Da sowohl
die Natriumabhängigkeit als auch die Phlorizin-Hemmbarkeit entscheidende Kriterien für
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den SGLT-1 sind, kann man davon ausgehen, dass der so ermittelte Natrium- und
Phlorizin-sensitive Glukoseuptake durch den SGLT-1 vermittelt wird.
Unter Kontrollbedingungen, d.h. nach mukosaler Zugabe von 200 µM Glukose betrug
der SGLT-1-vermittelte Anteil der Glukoseaufnahme bei den untersuchten Schafen ca.
60 % der gesamten Glukoseaufnahme. Die Höhe dieses Anteils blieb in den jeweiligen
Kontrollgruppen unabhängig vom Geschlecht und Alter der Tiere und unabhängig von
der Jahreszeit etwa gleich (siehe Kap. 4.1.2, 4.2.1 u. 4.4.2). Man kann angesichts dieses
ermittelten Prozentsatzes davon ausgehen, dass der Glukosetransport über den SGLT-1
der Hauptaufnahmeweg für Glukose im Schafspansen ist. Unter den verwendeten
Versuchsbedingungen bei Anwesenheit von 200 µM Glukose für 1 Minute wurden ca. 30
pmol× mgProt-1 × min-1 über den SGLT-1 in das Gewebe aufgenommen (siehe auch D U in
Kap 4.1.2, Abb. 3 u. Kap. 4.2.1, Abb. 5).
Trotz der „artifiziellen“ Epithelinkubation in vitro zeigen die so erhaltenen Werte in
quantitativer Hinsicht eine relativ gute Übereinstimmung mit kürzlich in vivo bestimmten
Glukoseaufnahmeraten: Studien von ASCHENBACH et al. (2000 a) am fistulierten
Schafspansen zeigten eine Verschwindensrate von Glukose aus dem Pansen (entspricht in
etwa der Glukoseaufnahmerate) von ca. 60 µmol Glukose in 30 min. Dabei bedeckte die
verwendete Puffermenge von 2 l ca. 0,5 m2 der Pansenfläche. Diese Fläche entspricht
hierbei der serosalen Fläche, die mukosale (eigentliche resorptive) Oberfläche läßt sich
planimetrisch nur sehr schwer ermitteln. Die ersten Untersuchungen zur
Glukoseaufnahme in der vorliegenden Arbeit unter Berücksichtigung der serosalen
Pansenfläche ergaben einen Uptake von ca. 154 pmol× cmserosal-2 × min-1, das entspräche 64,4
µmol× mserosal-2 × h-1 (Kap. 4.1.1 ). Unter Annahme einer serosalen Oberfläche von 0,5 m2 in
den Untersuchungen von ASCHENBACH et al. (2000 a) ergeben sich für vergleichend
die In-vivo-Situation Werte von ca. 240 µmol× mserosal-2 × h-1. Hierbei ist jedoch zu beachten,
dass die Glukosekonzentration im Puffer bei den Versuchen von ASCHENBACH et al.
bei 500 µM lag, während in der vorliegenden Arbeit nur eine Glukosekonzentration von
200 µM verwendet wurde. Die Konzentration von 200 µM wurde in der vorliegenden
Studie gewählt, weil sie näher an der Km von ca. 30-40 µM liegt (siehe Kap. 5.4.3).
Bei Konzentrationen, die nahe der Km liegen ist der Anteil der aktiven SGLT-1-
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vermittelten Glukoseaufnahme im Verhältnis zur passiven (Phlorizin-insensitiven)
Aufnahme aufgrund der Sättigungscharakteristik relativ größer. In den In-vivo-
Versuchen von ASCHENBACH et al. (2000 a) war diese niedrige Konzentration (200
µM) technisch nicht möglich, da die Nachweisgrenze der verfügbaren Analyse-Geräte im
Bereich der zu erwartenden Ergebnisse unterschritten worden wäre.
5.3 Glukoseaufnahme in das Pansenepithel bei Damwild
Auch beim Pansenepithel vom Damwild war eine aktive Glukoseaufnahme
nachzuweisen. Die Untersuchungen am Damwild ergaben im Gegensatz zu den
Resultaten bei Schafen eine wesentlich geringere Beteiligung des SGLT-1 an der
Glukoseaufnahme (siehe Kap. 4.2.1, Abb. 4 u. 5). Damit war in den durchgeführten
Untersuchungen der Anteil der unspezifischen bzw. nicht näher klassifizierbaren
Glukoseaufnahme größer als der SGLT-1-vermittelte Anteil der Glukoseaufnahme. Da
bisher noch recht wenig über die verschiedenen Glukoseaufnahme-Mechanismen am
Pansen vom Damwild bekannt ist, lässt sich die Bedeutung des umgekehrten
Verhältnisses zum Schaf nicht eindeutig interpretieren.
Die semiquantitativen Untersuchungen von ROWELL et al. (1997) und WOOD et al.
(2000) zum Vorkommen des SGLT-1 (Transporterdichte) im Dünndarmepithel von
Damwild belegten eine vergleichsweise hohe Expression von SGLT-1-spezifischem
Protein im Gegensatz zu adulten Schafen und Kühen (siehe „Literaturübersicht“ Kap.
2.3.1). Die Autoren vermuteten als Ursache für diese Unterschiede einen entscheidenden
Einfluss der unterschiedlichen Ernährung dieser Wiederkäuer-Typen. Schaf und Rind
werden als Rauhfutterkonsumenten bezeichnet, Damwild und Ziege sind sogenannte
Intermediärtypen, während Elch und Rehwild als Konzentrat-selektierer bezeichnet
werden (HOFMANN 1989; WOOD et al. 2000).
Es wird vermutet, dass die unterschiedliche Zusammensetzung des Futters, insbesondere
hinsichtlich der aufgenommenen Kohlenhydrate, sowie Unterschiede in der Dauer der
Passagezeiten bei den verschiedenen Ernährungstypen einen Einfluss auf den intestinalen
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SGLT-1 ausüben. Dabei sollen bei Konzentratselektierern und Intermediärtypen die
Kohlenhydrate schneller und in größerer Menge in den Dünndarm gelangen als bei Rind
und Schaf (HOFMANN 1989; ROWELL et al. 1997; WOOD et al. 2000). Die o.g.
Einteilung ergibt sich auch beim Vergleich der unterschiedlich starken Expression des
intestinalen SGLT-1 bei verschiedenen Wiederkäuern (SHIRAZI-BEECHEY et al.
1991).
Für den Vergleich der ruminalen SGLT-1-vermittelten Glukoseaufnahme konnte in der
vorliegenden Arbeit beim Damwild im Vergleich zu den Ergebnissen beim Schafspansen
eine verringerte Aktivität aufgezeigt werden. Dies wurde angesichts der bekannten
Verhältnisse im Dünndarm von Schaf und Damwild nicht erwartet. Die Vermutung ging
in die Richtung, dass ein höheres Angebot von leicht verdaulichen Kohlenhydraten auch
im Pansen zu einer erhöhten Glukoseaufnahme-Kapazität führt. Eventuell könnte die
vermutlich kürzere Passagezeit der Kohlenhydrate durch den Vormagen eine Ursache für
die vergleichsweise niedrigere SGLT-1-Aktivität (siehe Kap. 4.2.1, Abb. 4 u. 5) im
Pansen von Damwild sein. Diese Vermutung gründet sich auf Untersuchungen von
ROWELL-SCHAFER et al. (2001) am Rehwild. Der schnelle Bypass von Glukose über
die Schlundrinne in Verbindung mit einer nur unvollständigen bakteriellen Fermentation
langkettiger Kohlenhydrate kann dazu führen, dass eine viel geringere ruminale
Glukosekonzentration bei Konzentratselektierern und Intermediärtypen erreicht wird.
Damit wäre eine geringere Aktivität des ruminalen SGLT-1 beim Damwild im Gegensatz
zu den Verhältnissen im Dünndarm erklärbar.
Eine geringere Aktivität des SGLT-1 im Pansen vom Damwild konnte in der
vorliegenden Studie auch aus elektrophysiologische Untersuchungen zur Änderung des
Kurzschlussstroms (Isc) nach mukosaler Zugabe verschiedener Substrate des SGLT-1
abgeleitet werden (siehe Kap. 4.2.2). Da der Kotransport von Glukose mit Natrium einen
elektrogenen Transportprozess darstellt (siehe „Literaturübersicht“, Kap. 2.2), spiegelt
sich eine unterschiedlich hohe Transportaktivität des SGLT-1 auch in unterschiedlich
hohen Stromanstiegen nach Glukosezusatz wieder. Für die in dieser Arbeit
durchgeführten Untersuchungen am Damwild wurde ein Versuchsablauf gewählt, der mit
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dem Ablauf früherer Untersuchungen am Pansenepithel von Schafen übereinstimmt
(SCHABERG 1998; ASCHENBACH et al. 2000b und KURZE 2001). Es gab sowohl
nach mukosaler Zugabe von D-Glukose als auch nach mukosaler Zugabe von 3-OMG
einen deutlichen Anstieg des Isc, welcher durch die Blockade des SGLT-1 mit Phlorizin
wieder rückgängig gemacht werden konnte. Dieser Anstieg kann als Ausdruck einer
erhöhten Natriumresorption (zusammen mit Glukose) über den SGLT-1 gewertet
werden (ASCHENBACH 2000b; KURZE 2001).
Weil jedoch auch metabolische Effekte von D-Glukose einen Isc-Anstieg hervorrufen
können (ASCHENBACH 2000b), musste geklärt werden, ob die durch mukosalen
Substratzusatz induzierten Kurzschlussströme neben dem SGLT-1-vermittelten
Natriumstrom zusätzlich metabolische bedingte Ströme beinhalten. Solche metabolisch
induzierten Ströme lassen sich gut nach serosalem Substratzusatz analysieren. In den
Untersuchungen dieser Arbeit bewirkte die serosal aufgenommene Glukose beim
Damwild einen steilen Anstieg des Isc, welcher durch Blockade der erleichterten
Diffusion mittels Cytochalasin B wieder abfiel (Kap. 4.2.2, Abb.7 A). Dieser Anstieg des
Isc durch serosale Glukose stimmt mit den Beobachtungen von SCHABERG (1998) und
KURZE (2001) am Schaf überein, wobei in deren Arbeiten gezeigt wurde, dass hier
Phlorizin keinen Effekt auf den Isc-Verlauf hat. Da die Glukoseaufnahme über erleichterte
Diffusion (von der serosalen Seite her) elektroneutral verläuft (FERRARIS u.
DIAMOND 1997; CLOHERTY 2001), kann die beobachtete Isc-Änderung nach
serosaler Glukosezugabe nicht durch die Glukoseaufnahme selbst, sondern nur durch den
Glukosemetabolismus erklärt werden. Dafür spricht ebenfalls die Beobachtung, dass das
nicht metabolisierbare 3-OMG nach serosaler Zugabe keine Änderung des Isc bewirkte
(Kap. 4.2.2, Abb. 7 B). SCHABERG (1998) und KURZE (2001) beobachteten am
Pansen von Schafen nach serosaler 3-OMG-Zugabe (im Gegensatz zu D-Glukose)
ebenfalls keine Veränderung des Isc.
Es muss folglich davon ausgegangen werden, dass D-Glukose nicht nur nach serosaler
sondern auch nach mukosaler Aufnahme einen metabolisch bedingten Stromanstieg
hervorruft. Dieser metabolisch induzierte Strom ist mit großer Wahrscheinlichkeit für
den betragsmäßig stärkeren Isc-Anstieg nach mukosaler D-Glukose-Zugabe im Vergleich
76
zur mukosalen 3-OMG-Zugabe verantwortlich (vgl. Abb. 6 A u. B). Für 3-OMG kann
allerdings geschlussfolgert werden, dass es keine metabolischen Effekte induziert und
somit die Isc-Änderung nach mukosaler Zugabe vollständig auf einen direkten
Natriumtransport über den SGLT-1-Aktivität zurückzuführen ist. Demzufolge kann die
Isc-Änderung, welche durch mukosal zugegebene 3-OMG hervorgerufen wurde, als
zuverlässiger Parameter für die SGLT-1-Aktivität betrachtet werden. Vergleicht man
diesen Anstieg quantitativ zwischen Damwild (Abb. 6B) und Schafen (ASCHENBACH
et al. 2000b), ergibt sich eine um mehr als 50% niedrigere Aktivität des ruminalen
SGLT-1 von Damwild gegenüber Schafen.
Diese Beobachtung stützt die Ergebnisse der Uptake-Messungen, wo die SGLT-1-
vermittelte Glukoseaufnahme beim Damwild ebenfalls weniger als die Hälfte der beim
Schaf ermittelten Werte betrug (siehe Kap. 4.2.1, Abb. 5). Damit lässt sich postulieren,
dass unter den vorliegenden Bedingungen, welche mit denen von ASCHENBACH et al.
(2000b) verwendeten übereinstimmten die ruminale SGLT-1-Aktivität beim Damwild
tatsächlich weniger als halb so groß war wie beim Schaf.
Dies würde bedeuten, dass der SGLT-1 im Pansen des Damwildes eine untergeordnete
Rolle für die Glukoseaufnahme hat und vor dem Hintergrund einer vermutlich
schnelleren Pansenpassage hin zum Dünndarm hauptsächlich dort von Bedeutung ist.
Diese zuletzt getroffene Schlussfolgerung muss jedoch mit einiger Vorsicht getroffen
werden. Es könnte beispielsweise auch sein, dass die Aktivität des ruminalen SGLT-1
beim sehr stark saisonal beeinflussten Damwild zu anderen Zeitpunkten deutlich größer
ist, als es in dieser Studie herausgestellt wurde. Dies müsste in weiterführenden
Untersuchungen detaillierter abgeklärt werden.
5.4 Stimulierbarkeit der ruminalen Glukoseaufnahme bei Schafen
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5.4.1 Einfluss der Glukosevorinkubation auf die apikale Glukoseaufnahme
Mit den Untersuchungen zur Stimulierbarkeit des SGLT-1 durch das Substratangebot
wurde ein weiteres vom Darm bekanntes Regulationsprinzip hinsichtlich der Gültigkeit
für den Pansen überprüft.
Die eigenen Uptake-Ergebnisse nach unterschiedlich langer Vorinkubation mit Glukose
(siehe Kap. 4.3.1) belegen, dass die Transportaktivität des ruminalen SGLT-1 durch das
Substrat Glukose positiv beeinflusst wird. Nach der mehrstündigen Vorinkubation des
Epithels mit 10 mM Glukose war sowohl die gesamte Glukoseaufnahme als auch der
Phlorizin-sensitive (also SGLT-1-vermittelte) Uptake signifikant höher als bei Epithelien,
die glukosefrei vorinkubiert wurden (Kap. 4.3.1, Abb. 8). Hierbei war nicht
entscheidend, ob die Glukose bis zur Uptakeperiode vorhanden war oder das Epithel in
den letzten 60 Minuten keine Glukose mehr erhielt. Dies lässt unter Umständen darauf
schließen, dass der SGLT-1 mittelfristig durch Glukose stimuliert werden kann, wie es
bereits an anderen Epithelien beobachtetet wurde (SHIRAZI-BEECHEY et al. 1991;
FERRARIS u. DIAMOND 1997; MIYAMOTO et al. 1993; DYER et al. 1997). Am
Dünndarm wurde der zugrunde liegende Mechanismus dieser mittelfristigen und
wahrscheinlich posttranslationalen SGLT-1-Regulation (siehe dazu „Literaturübersicht“
Kap. 2.3) kürzlich genauer charakterisiert. Er verläuft mit großer Wahrscheinlichkeit
über einen luminalen Glukosesensor, der nachfolgend die Adenylatzyklase aktiviert
(DYER et al. 2003). Eine detaillierte Untersuchung des zugrunde liegenden
Mechanismus wurde für den ruminalen SGLT-1 in dieser Arbeit nicht angestrebt. Es
sollte jedoch zumindest untersucht werden, ob der ruminale SGLT-1 durch den second
messenger cAMP stimulierbar ist. Dies wäre nicht nur für die Substratregulation sondern
auch für die weiter unten dargestellte hormonelle Regulation des SGLT-1 von zentraler
Bedeutung.
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5.4.2 Stimulierbarkeit der SGLT-1-vermittelten Glukoseaufnahme via cAMP
Zur Abklärung der prinzipiellen Möglichkeit einer SGLT-1-Regulation über cAMP
wurde in dieser Arbeit Forskolin eingesetzt. Forskolin erhöht die Aktivität der
Adenylatzyklase und beschleunigt damit die Bildung von cAMP (LITOSCH et al. 1982).
Um die Wirkung von Forskolin auf den SGLT-1 beim Schaf quantifizieren zu können,
wurde in einer Versuchsreihe sowohl der Glukoseuptake unter Kontrollbedingungen als
auch der Glukoseuptake nach Zugabe von 10 µM Forskolin jeweils mit und ohne
Anwesenheit von Phlorizin ermittelt (siehe Kap. 4.3.2). Die Versuche wurden analog
zum vorher beschriebenen Versuchsansatz (Kap. 4.3.1) mit mehrstündiger
Glukosevorinkubation (10 mM) und einer mukosalen Glukosekonzentration von 200 µM
während der Uptakeperiode durchgeführt. In die Auswertung floss neben dem Effekt von
Forskolin sowohl die verschiedenartige Vorinkubation mit und ohne Glukose als auch die
Hemmbarkeit durch Phlorizin mit ein. Die Untersuchungen zeigten, dass eine Stimulation
des Phlorizin-sensitiven Glukoseuptakes durch Forskolin unabhängig von der
Vorinkubation auftrat (Kap. 4.3.2). Der Phlorizin-insensitive Teil der Glukoseaufnahme
wurde durch Forskolin nicht beeinflusst. Somit wird am Pansen speziell der SGLT-1-
vermittelte (Phlorizin-sensitive) Glukoseuptake über eine Erhöhung des cAMP-Spiegels
stimuliert. Es kann deshalb von einer spezifischen Stimulierbarkeit des ruminalen SGLT-
1 durch cAMP ausgegangen werden. Für das untersuchte Pansengewebe vom Schaf
werden damit Beobachtungen bestätigt, die bereits für den intestinalen SGLT-1
monogastrischer Tiere von SHARP u. DEBNAM (1994); FERRARIS u. DIAMOND
(1997); ISHIKAWA et al. (1997) und STÜMPEL et al. (1997) gemacht wurden.
5.4.3 Einfluss von cAMP auf die Transportkinetik der Glukoseaufnahme über
den ruminalen SGLT-1 bei Schafen
Zur Charakterisierung der Regulation des ruminalen SGLT-1 wurde beim Schaf auch die
Untersuchung der Transportkinetik herangezogen. Dazu wurde zunächst die
Transportkinetik unter Kontrollbedingungen analysiert. Bei mukosalen
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Glukosekonzentrationen im Bereich zwischen 50 und 700 µM stieg die
natriumabhängige Glukoseaufnahme (entspricht dem SGLT-1-vermittelten Uptake) im
Pansenepithel in Form einer Sättigungskinetik an (siehe Kap. 4.3.3, Abb. 10 A). Die
Sättigbarkeit des ruminalen SGLT-1 im Sinne einer Michaelis-Menten-Kinetik wurde in
der Vergangenheit bereits gezeigt, z.T. in sehr unterschiedlichen Versuchsansätzen:
Einige Untersuchungen stützen sich auf die Messung der Veränderungen des epithelialen
Kurzschlussstroms (Isc) nach Zugabe von Glukose bzw. des nicht metabolisierbaren
Glukosederivates 3-OMG. Veränderungen des Isc im Zusammenhang mit mukosaler 3-
OMG-Aufnahme werden direkt und vollständig auf die Ladungsverschiebung von Na+-
Ionen (Kotransport von Na+ mit 3-OMG) durch den SGLT-1 zurückgeführt. Bei D-
Glukose können jedoch zusätzlich metabolische Effekte eine Isc-Veränderung
hervorrufen (vgl. Kap. 5.3, ASCHENBACH et al. 2000b), so dass Untersuchungen mit
3-OMG in der Elektrophysiologie als aussagefähiger angesehen werden. Auf diese Weise
ermittelte SCHABERG (1998) in Korrelation zur mukosalen Glukosekonzentration eine
scheinbare Halbsättigungskonstante (Km) von 2,35 mmol× l-1. In Isc-Untersuchungen von
ASCHENBACH et al. (2000b) ergab sich bei Verwendung von 3-OMG eine Km von
1,51 mmol× l-1.
Eine weitere Möglichkeit der kinetischen Untersuchung des SGLT-1 stellt die Messung
des Glukosetransports durch das Epithel mittels Fluxstudien dar. In der Arbeit von
KURZE (2001) wurde bei der Verwendung von 3-OMG eine Km von 2,42 mmol× l-1
ermittelt. Unter ähnlichen Versuchsbedingungen ergab sich bei ASCHENBACH et al.
(2000b) eine Km von 1,48 mmol× l-1.
In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde direkt die Glukoseaufnahme in
das Epithel ermittelt, wodurch sich ein quantitativer Vergleich mit den bisher
vorliegenden Ergebnissen als schwierig erweist. Die in der vorliegenden Arbeit
ermittelten Uptake-Werte des ruminalen Glukosetransports lassen auf eine Km (KG0,5 )
von 0,03 – 0,09 mmol× l-1 schließen (siehe Kap. 4.3.3, Abb. 10 A). Bei einer früheren
indirekten Abschätzung der Km des SGLT-1 ermittelten ASCHENBACH et al. (2000b)
am Schafspansen eine wesentlich höhere Km von 0,28 mmol× l-1. Dieser höhere Wert
könnte jedoch versuchstechnisch bedingt sein, da die Bestimmung nicht unmittelbar
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anhand des Glukoseuptakes sondern anhand des Isc erfolgte. Bei direkten
Uptakemessungen an Membranvesikeln von ovinen Dünndarmepithelien wurde
hingegen eine Km von 0,04 mmol× l-1 ermittelt, die mit der Km dieser Studie nahezu
identisch ist und daher die Plausibilität des erhaltenen Wertes unterstützt.
Bezüglich des Einflusses von cAMP auf die Transportkinetik des SGLT-1 konnten durch
beidseitige Anwesenheit von 10 µM Forskolin zumindest ansatzweise ein stimulierender
Effekt nachgewiesen werden. Beim direkten Vergleich des Glukoseuptakes bei
unterschiedlichen mukosalen Glukosekonzentrationen mit und ohne Forskolin trat in der
Mehrzahl der Fälle (bei 50, 100 und 700 µM Glukose mukosal) eine signifikante Uptake-
Steigerung auf (siehe Kap. 4.3.3; Abb. 10 B). Die unter Einsatz von 10 µM Forskolin
ermittelten Parameter KG0,5 mit 0,02 – 0,04 mmol× l-1 und UGmax mit 39,3 – 18,9
pmol× mgProt-1 × min-1 waren jedoch wegen der z.T. hohen Standardabweichungen nicht
statistisch von den Werten in Abwesenheit von Forskolin zu unterscheiden. Für den
intestinalen SGLT-1 wurde in früheren Studien eine signifikante Erhöhung der UGmax
durch cAMP beschrieben (FERRARIS u. DIAMOND 1997). Diese war tendenziell auch
in der vorliegenden Studie zu erkennen. Eine Erhöhung der UGmax würde auf eine
vermehrte Anzahl aktiver Transporter nach Stimulation durch cAMP hinweisen.
5.5 Hormonelle Stimulation der ruminalen Glukoseaufnahme
Nach den Untersuchungen zur Stimulierbarkeit des SGLT-1 durch cAMP wurde am
Schafspansen der Einfluss von bestimmten Hormonen untersucht, die bekanntermaßen
eine Wirkung auf die Adenylatzyklase und damit den cAMP-Spiegel haben. Wie die
Resultate der Versuche zum Glukoseuptake unter Anwesenheit verschiedener Hormone
(siehe Kap. 4.4) zeigten, konnte die prinzipielle Stimulierbarkeit der ruminalen
Glukoseaufnahme über den SGLT-1 nachgewiesen werden. Dies ist kompatibel mit
Beobachtungen am SGLT-1 im Dünndarm monogastrischer Tiere (SHARP u. DEBNAM
1994; ISHIKAWA et al. 1997; STÜMPEL et al. 1997).
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Beim Screening der Hormone Noradrenalin, Adrenalin, Glukagon 29 und Glukagon 37
gab es Hinweise auf eine Stimulation der SGLT-1 durch Adrenalin und Glukagon 37
(Kap. 4.4.2). Die einzelnen Ergebnisse werden in den nachfolgenden Kapiteln dargelegt
und diskutiert.
5.5.1 Adrenerge Stimulation der ruminalen Glukoseaufnahme
In der vorliegenden Arbeit ergaben die Untersuchungen zum Einfluss des Adrenalins bei
einer serosalen Konzentration von 100 µM eine deutliche Stimulation des ruminalen
Glukoseuptakes um mehr als 60% (siehe Kap. 4.4.2, Abb. 11; Kap. 4.4.5, Abb. 14).
Dass es sich bei dem nachgewiesenen Adrenalineffekt um eine spezifische
rezeptorvermittelte Wirkung und nicht um unspezifische Effekte handelt, zeigten die
weiteren Ergebnisse der Untersuchungen mittels Rezeptoragonisten (Kap. 4.5.2 und
4.5.3), die an späterer Stelle (Kap. 5.5.2) diskutiert werden.
Aufgrund des Einsatzes des SGLT-1-Hemmstoffs Phlorizin bei der
Versuchsdurchführung lässt sich der Anteil der SGLT-1-vermittelten Glukoseaufnahme
zuverlässig herausstellen (ASCHENBACH et al. 2000b). Der Phlorizin-insensitive Anteil
der Glukoseaufnahme wurde durch Adrenalin nicht beeinflusst (siehe Kap. 4.4.2, Abb.
11). Daher kann postuliert werden, dass nur der SGLT-1-vermittelte Anteil der
Glukoseaufnahme durch Adrenalin stimuliert wurde.
Der Vergleich mit der Wirkung von Forskolin (siehe Kap.4.3.2 u. 4.3.3) gibt erste
Hinweise darauf, dass durch Adrenalin eventuell der gleiche Signalweg (über cAMP)
beschritten wurde. Diese Vermutung wurde auch durch Angaben aus der Literatur
gestützt, da die Adrenalin-vermittelte Stimulation des SGLT-1 am Dünnndarm über
cAMP verläuft (ISHIKAWA et al. 1997). In entsprechenden Untersuchungen dieser
Arbeit (siehe Kap. 4.4.5, Abb. 14) mit einem Hemmstoff der Proteinkinase A (H-89;
CHIJIWA et. al. 1990) konnte die Beteiligung des intrazellulären Signalweges von
Adrenalin über Stimulierung der Adenylatzyklase und Proteinkinase A schließlich am
Pansen nachgewiesen werden. Die in diesem Versuch gezeigte Hemmung des Adrenalin-
Effektes durch die Hemmung des cAMP/Proteinkinase-A-Signalweges bestätigte
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eindeutig die Rolle von cAMP bei der Adrenalin-vermittelten Steuerung der
Glukoseaufnahme.
Der in diesem Zusamenhang zu erwartende cAMP-Anstieg nach adrenerger Stimulation
sollte durch direkte Messung des cAMP-Gehaltes im Zelllysat gemessen werden (siehe
Kap. 4.4.3, Abb. 12). Das Ergebnis ließ sich aber nicht eindeutig interpretieren. Es wurde
nach Vorinkubation mit Adrenalin (und auch mit Glukagon 37) zwar eine tendenziell
höhere cAMP-Konzentration gemessen, doch die Unterschiede waren sehr gering und
statistisch nicht abzusichern. Die fehlende Signifikanz dieser Unterschiede könnte zum
Einen im raschen cAMP-Abbau in den Epithelzellen begründet sein. Der Abbau durch die
Phosphodiesterase erfolgt innerhalb kürzester Zeit (SHARP u. DEBNAM 1994). Zum
Anderen könnte die Stabilität der cAMP-Moleküle während der Zeitspanne zwischen
Ausspannen des Epithels und der abschließenden cAMP-Bestimmung (einschließlich
Einfrieren, Auftauen, Pipettieren etc.) trotz schonender Behandlung nicht ausgereicht
haben.
Eine Auswirkung von Noradrenalin auf die Glukoseaufnahme war unter den
beschriebenen Versuchsbedingungen nicht zu verzeichnen (siehe auch Kap. 4.4.1). Da
durch die Versuchsanordung ein sehr breites Spektrum von Noradrenalin-
Konzentrationen eingesetzt wurde und sich die Glukoseaufnahme dabei nie signifikant
von der Kontrolle unterschied, kann man vermuten, dass Noradrenalin im Pansen keinen
Einfluss auf die Glukoseaufnahme hat. Dieses Ergebnis bestätigt die Beobachtung, dass
Noradrenalin im Vergleich zu Adrenalin sowohl eine geringere Wirksamkeit bei der
cAMP-vermittelten Regulation der Glukoseaufnahme in Muskel- und Fettgewebe und
des Plasmaglukosespiegels (HJEMDAHL et al. 1979) als auch bei der Stimulation der
intestinalen Glukoseaufnahme zeigte (ISHIKAWA et al. (1997).
Eine adrenerge Stimulierung der Prostaglandinsynthese und daraus resultierende
cAMP-vermittelte Effekte (siehe „Literaturübersicht“ Kap. 2.3.3), wie sie beim
Rattendünndarm auftraten (SCHOLTKA et al. 1999; SCHULTHEISS u. DIENER
2000), schien beim ruminalen SGLT-1 hinsichtlich des Glukoseuptakes keine Rolle zu
spielen. Es gab trotz bereits nachgewiesener Wirksamkeit von Prostaglandinen im Pansen
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(PGE2: GÄBEL et al. 1999) nach Blockade der Cyclooxygenase durch Indometacin
keine Unterschiede bezüglich der Glukoseaufnahme und in der adrenergen Stimulation
des Glukoseuptakes (siehe Anmerkung in Kap. 4.5.4). Somit konnte kein Einfluss von
Prostaglandinen auf die SGLT-1-Aktivität bzw. -Regulation nachgewiesen werden.
5.5.2 Elektrophysiologische Adrenozeptorencharakterisierung im Pansenepithel
von Schafen
Die Messung der elektrophysiologischen Effekte (epithelialer Kurzschlussstrom, Isc) in
der vorliegenden Arbeit erbrachte Hinweise auf transepitheliale Ladungsverschiebungen
nach der Zugabe von Adrenalin (siehe Kap. 4.4.4, Abb. 13 A).
Der in der Versuchsanordnung unter Short-circuit-Bedingungen gemessene Isc entspricht
dem von der Versuchsanlage applizierten Strom zur Kompensation der elektrogenen
Ionenbewegungen (siehe Tiere, Material und Methoden, Kap. 3.3.2). Dabei handelt es
sich um Verschiebungen verschieden geladener Ionen über das Epithel, wobei hier nicht
genauer untersucht wurde, um welche Ionen es sich handelte. Ein Anstieg des Isc weist
auf eine vermehrte mukoserosale Permeation von positiv geladenen Ionen und/oder eine
vermehrte seromukosale Permeation negativ geladener Ionen hin. Bei einem Isc-Abfall
liegt der umgekehrte Fall vor. Für die Richtung der Permeation der verschiedenen Ionen
gibt es je nach untersuchtem Darmabschnitt (z.B. Jejunum, proximales oder distales
Kolon) unterschiedliche Angaben (SANDLE et al. 1986).
Im Zusammenhang mit der Einwirkung von Adrenalin auf elektrogene Transportprozesse
im Verdauungstrakt wurde bereits in frühen Ussing-Kammer-Untersuchungen am
distalen Kaninchenkolon von SMITH u. McCABE (1986) gezeigt, dass sowohl
Adrenalin, Noradrenalin als auch der b 1-Agonist Dobutamin an diesem Epithel zu einem
Isc-Abfall führen. Dieser Effekt wurde auf eine K+-Sekretion zurückgeführt,
hervorgerufen durch Stimulation von b 1-Rezeptoren des Kolons. Auch neuere
Untersuchungen von HÖRGER et al. (1998) am distalen Kolon der Ratte ergaben nach
Zugabe von Adrenalin einen Isc-Abfall, welcher auf eine b 2-stimulierte K+-Sekretion
zurückgeführt wurde. Studien von SELLIN u. DeSOIGNIE (1987) zeigten am
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proximalen Kaninchenkolon einen Isc-Anstieg nach Zugabe des a 2-Agonisten Clonidin
und eine erhöhte Resorption von Na+ und Cl--Ionen. Bei dem von SCHULTHEISS u.
DIENER (2000) am Rattendarm beobachteten Isc-Anstieg nach Noradrenalin-Zugabe
handelte es sich sowohl um eine b 3-abhängige Cl- -Sekretion als auch eine a 2-abhängige
K+-Sekretion.
Für das Pansenepithel wies BUTTER (1997) einen Isc-Abfall innerhalb einer Stunde nach
Zugabe von Adrenalin oder Isoproterenol am Schafspansen nach. Der nach b -Rezeptor-
Stimulation mit Isoproterenol bedingte Isc-Abfall konnte in der vorliegenden Arbeit
bestätigt werden. Die Applikation von Adrenalin selbst führte jedoch in der eigenen
Studie zu einem Isc-Anstieg (vgl. Kap. 4.4.4, Abb. 13A u. Kap 4.5.4, Abb. 18). Der in
der eigenen Arbeit beobachtete Isc-Anstieg innerhalb von 10 Minuten nach
Adrenalinapplikation beruht mit großer Wahrscheinlichkeit auf einer elektrophysiologisch
dominierenden Stimulation von a 2-Rezeptoren, da Clonidin innerhalb des gewählten
Zeitfensters (10 min) ebenfalls einen Isc-Anstieg herbeiführte (siehe Kap. 4.5.4, Abb. 18
A u. B). Darüber hinaus wurde der Adrenalineffekt durch eine Blockade von a 2-
Rezeptoren gehemmt bzw. sogar umgekehrt (siehe Kap. 4.5.2, Abb. 16). Dass in der in
der Arbeit von BUTTER (1997) kein Isc-Anstieg, sondern ein Isc-Abfall nach
Adrenalinapplikation zu verzeichnen war, könnte darauf schließen lassen, dass eventuell
in einem größeren Zeitfenster (ca. 60 min.) die Dominanz der Rezeptorwirkungen von a 2
auf b wechselt. Andererseits könnte die unterschiedliche Dominanz der Adrenozeptoren
aber auch darin begründet sein, dass die Pansenepithelien in der Studie von BUTTER
(1997) in glukosehaltigem Puffer inkubiert wurden, während in der vorliegenden
Untersuchung glukosefreier Puffer verwendet wurde. Der Zusatz von Glukose zum
Inkubationsmedium hebt das basale Niveau des Kurzschlusstromes am Pansenepithel
sehr stark an, wie es u.a. die eigenen Untersuchungen nach serosalem Glukosezusatz
beim Damwild zeigen (siehe Kap. 4.2.2, Abb 7). Es ist denkbar, dass sich bei einem
höheren Ausgangsniveau solche Einflüsse, die den Isc hemmen ( b -Rezeptoren), viel
stärker durchsetzen als Einflüsse, die den Isc weiter anheben ( a 2-Rezeptoren). Durch
Einsatz spezifischer b 1-, b 2- und b 3- Rezeptoragonisten konnte der b -Rezeptor am
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Pansenepithel weitergehend als b 2-Rezeptor identifiziert werden. Die Zugabe des b 2-
Agonisten Terbutalin bewirkte wie der b -Agonisten Isoproterenol ebenfalls eine
Abnahme des Isc (Kap. 4.5.6, Abb. 20).
Abschließend sollte für die elektrophysiologisch identifizierten Adrenozeptoren des
Pansenepithels noch geklärt werden, ob sie ihre Effekte unmittelbar über klassische
second messenger entfalten oder ob Prostaglandine in der Signalkaskade
zwischengeschaltet sind. Prostaglandin-vermittelte Adrenalineffekte bzw. Interaktionen
zwischen Prostaglandinen und Katecholaminen wurden an anderen Epithelien bereits
mehrfach beschrieben (YASUDA et al. 1997; HÖRGER et al. 1998; SCHULTHEISS u.
DIENER 2000). Vom Pansenepithel ist in diesem Zusammenhang nur bekannt, dass
Prostaglandine prinzipiell elektrogene Transportprozesse beeinflussen können (GÄBEL
et al. 1999). Ob diese Prostaglandinwirkung jedoch bei Adrenozeptorstimulation zum
Tragen kommt, sollte durch parallele Inkubation der eigenen Versuchsansätze unter
Zusatz von 10 µM Indometacin herausgefunden werden. Die Hemmung der
Prostaglandinsynthese durch Indometacin bewirkte im Verlauf des Isc keine
Veränderungen mit Ausnahme von statistisch nicht signifikanten Unterschieden nach
Zugabe von Methoxamin (siehe Kap. 4.5.4, Abb. 18 A u. B). Da auch kein Einfluss von
Indometacin auf den Glukoseuptake feststellbar war (Kap. 4.5.4), wurden zur
Beteiligung von Prostaglandinen in dieser Arbeit keine weiteren Untersuchungen
durchgeführt.
Die beschriebenen elektrophysiologischen Veränderungen am Pansenepithel zeigen
insgesamt, dass im Pansenepithel b 2- und a 2-Rezeptoren existieren und an der Regulation
von Transportvorgängen beteiligt sind. Dabei dominiert der a 2-Rezeptor hinsichtlich
elektrophysiologischer Veränderungen unter den gewählten Versuchsbedingungen.
Während die Existenz eines b -Rezeptors im Pansenepithel bereits bekannt war
(BUTTER 1997), gab es Hinweise auf das Vorhandensein von a 2- Rezeptoren bisher
lediglich für die Pansenmuskulatur (EADES 1997). Die Existenz von a 1-Rezeptoren
kann im Pansenepithel ebenfalls angenommen werden (Kap. 4.5.2 Abb. 16), auch wenn
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die schwachen Effekte nach Methoxaminapplikation (Kap. 4.5.4 Abb. 18) einer
weitergehenden Abklärung bedürfen.
5.5.3 Rezeptorspezifität der adrenergen Stimulation der ruminalen
Glukoseaufnahme
Weil durch Adrenalin eine Stimulation der SGLT-1-vermittelten Glukoseaufnahme
nachgewiesen wurde (Kap. 4.4.2 u. 4.4.5), wurde durch den Einsatz von spezifischen
Adrenozeptor-Antagonisten und -Agonisten versucht, den (oder die) an der adrenergen
Steuerung des SGLT-1 beteiligten Rezeptor(en) zu identifizieren.
Durch Adrenalin ohne Rezeptorblockade wurde die Glukoseaufnahme gegenüber der
Kontrolle signifikant erhöht (siehe Kap. 4.5.1, Abb. 15). Bei Anwesenheit der einzelnen
Blocker und Adrenalin war der Glukoseuptake weder vom Uptake unter
Kontrollbedingungen noch vom Uptake nach Adrenalinzugabe ohne Blocker signifikant
verschieden. Allerdings fiel in dieser Versuchsreihe die Höhe der Stimulation durch
Adrenalin sehr gering aus (Abb.15). Deshalb lässt sich nicht sicher beurteilen, ob bei
stärkerer Adrenalinwirkung (höherer Adrenalin-Sensibilität der Epithelien) Unterschiede
zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen aufgetreten wären. Interpretiert man die
Wirkung der einzelnen Rezeptorblocker jeweils als partielle (nicht signifikante)
Hemmung der Wirkung des Adrenalins auf den SGLT-1, würde das bedeuten, dass der
Adrenalin-Effekt im Pansenepithel über alle untersuchten Rezeptoren gleichermaßen
vermittelt wird. Dies erscheint angesichts der Verschiedenartigkeit und teilweise
Gegensätzlichkeit der rezeptorvermittelten Wirkungen von Adrenalin (siehe
DOCHERTY 1998; MERSMAN 1998) unwahrscheinlich.
Aufgrund der fehlenden Eindeutigkeit der Ergebnisse aus den Versuchen mit
Adrenozeptor-Antagonisten wurden weitere Untersuchungen mit spezifischen
Rezeptoragonisten durchgeführt (siehe Kap. 4.5.3, Abb. 17). Nach Vorinkubation des
Epithels mit dem b -Agonisten Isoproterenol war die Glukoseaufnahme ca. 50% höher als
der Kontrolluptake, während der Einsatz von a -Agonisten keinen signifikanten
Unterschied zum Kontrolluptake bewirkte. Nachdem die Beteiligung von b -Rezeptoren
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an der Regulation der Glukoseaufnahme in anderen Geweben und am Dünndarm von
Monogastriern bereits nachgewiesen wurde (ISHIKAWA et al. 1997; NONOGAKI
2000), bestätigen die vorliegenden Ergebnisse, dass auch im Pansenepithel dieser
Stimulationsweg vorhanden ist.
In der anschließend durchgeführten Versuchsreihe wurde der Glukoseuptake nach
Vorinkubation der Epithelien mit unterschiedlichen b -Subtyp-spezifischen
Rezeptoragonisten untersucht (siehe Kap. 4.5.5). Die eingesetzten Agonisten Dobutamin
( b 1), Terbutalin ( b 2) und BRL 37344 ( b 3) wirken in den verwendeten Konzentrationen
weitgehend spezifisch an den genannten Rezeptoren (MERSMAN 1998). Allerdings
wurde für Dobutamin neuerdings auch eine geringfügige partielle b 2- und b 3-Wirkung
nachgewiesen (BRONNIKOV et al. 1999; LINDENFELD et al. 1999). Der
Glukoseuptake wurde ausschließlich durch Terbutalin signifikant erhöht (siehe Abb. 19
A). Nach Vorinkubation mit Dobutamin und BRL 37344 traten hingegen keine
signifikanten Änderungen des Glukoseuptakes auf (siehe Abb. 19 B). Es muss also
aufgrund dieser Beobachtungen und der Rezeptorspezifität von Terbutalin angenommen
werden, dass für die Stimulation der ruminalen Glukoseaufnahme der bereits
elektrophysiologisch identifizierte b 2-Rezeptor verantwortlich ist.
Wie die anfangs besprochenen Studien (siehe Kap. 4.3 und 4.4) belegen, sind die
Veränderungen der Glukoseaufnahme durch Adrenalin hauptsächlich auf eine
Stimulation des SGLT-1 zurückzuführen. Somit konnte für das Pansenepithel der Weg
der adrenergen Stimulation der Glukoseaufnahme über den SGLT-1 aufgezeigt werden,
wie er auch am Dünndarm von Monogastriern vorkommt. In Studien am Dünndarm von
Ratten wurde sowohl eine Beteiligung von b 2- als auch b 3-Rezeptoren an der Regulation
von Transportprozessen nachgewiesen (ISHIKAWA et al. 1997; SCHULTHEISS u.
DIENER 2000), wobei jedoch nur für den b 2-Rezeptor eine Stimulation der intestinalen
Aufnahme von Glukose nachgewiesen wurde (ISHIKAWA et al. 1997).
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5.5.4 Bedeutung einer adrenergen Stimulation der ruminalen Glukoseaufnahme
Über die physiologische Bedeutung der hormonell stimulierten Glukoseaufnahme aus
dem Pansen gab es bisher in der Literatur kaum einen Hinweis. Für die metabolische
Versorgung des gesamten Organismus ist die erhöhte Glukoseaufnahme bei den
physiologischerweise vorkommenden niedrigen Glukosekonzentrationen sicherlich zu
vernachlässigen. Ein erster Ansatzpunkt für die Bedeutung bei patho-physiologischen
Verhältnissen wäre die bei ASCHENBACH et al. (2002) geäußerte Theorie bezüglich
einer adrenergen Stimulation bei azidotischen Zuständen. Die Vermutung stützt sich auf
die Beobachtung von SVENDSEN (1979), bei der Hinweise auf eine verstärkte
Sympatikus-Aktivität (und als Konsequenz vermutlich Adrenalinfreisetzung) nach
experimenteller Azidoseauslösung auftraten (siehe Literaturübersicht, Kap. 2.5.1).
Verfolgt man diesen Gedankenansatz, dann könnte man einen adrenergen
Regulationsmechanismus bei Pansenazidose in Erwägung ziehen.
Für die Entstehung einer Pansenazidose ist hauptsächlich eine Erhöhung der
Konzentration leicht verdaulicher Kohlenhydrate und eine daraus resultierende
Dysfermentation zu Laktat verantwortlich (OWENS 1998). Möglicherweise begegnen
die Wiederkäuer einer sich anbahnenden Pansenazidose mit einer Glukoseresorption und
senken dabei die Glukoseverfügbarkeit für die Mikroorganismen des Pansens. Eine
erhöhte Glukoseresorption wäre somit azidoseprotektiv.
Es gab bereits ohne Berücksichtigung einer möglichen hormonellen Regulation mehrere
Untersuchungen, die nach experimenteller Erhöhung der ruminalen
Glukosekonzentrationen eine hohe Glukoseaufnahmerate feststellten (DOUGHERTY et
al. 1956; TSUDA 1956; GANTER et al. 1993). Die Substratregulation wird in der
Literatur aber immer als eher mittel- bis langfristiger (Stunden bis Tage) Vorgang
dargestellt (KARASOV et al. 1983; SHIRAZI-BEECHEY et al. 1991; FERRARIS u.
DIAMOND 1997). Somit liegt die Vermutung nahe, dass über die hormonelle Ebene die
kurzfristige Stimulation der SGLT-1-Transportrate erfolgen könnte. Teleologisch
betrachtet wäre dies z.B. bei einer entstehenden akuten Pansenazidose durchaus sinnvoll
und effektiv. Ein Signal für diese Regulation könnte Adrenalin sein.
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5.5.5 Auswirkung von Glukagon 29 und Glukagon 37 auf die ruminale
Glukoseaufnahme
Neben Adrenalin wurden auch die metabolisch sehr bedeutsamen Hormonen Glukagon
29 und 37 auf eine mögliche Wirksamkeit am Pansen getestet. Eine eingehende
Charakterisierung des speziellen Regulationsweges wurde bei diesen Hormonen jedoch
nicht angestrebt und bleibt weiterführenden Untersuchungen vorbehalten.
Bezüglich des SGLT-1 konnte eine Stimulation der gesamten ruminalen
Glukoseaufnahme durch Glukagon 37 signifikant und durch Glukagon 29 zumindest
tendenziell nachgewiesen werden (Kap. 4.4.2, Abb. 11) Durch Glukagon 37 wurde dabei
speziell der Phlorizin-sensitive Anteil der Glukoseaufnahme ( D U) statistisch signifikant
erhöht (Kap. 4.4.3, Abb. 12), was auf eine vermehrte Transportleistung des SGLT-1
schließen läßt. Der Effekt von 10 nM Glukagon 37 auf den Glukoseuptake war sogar
etwas höher als der Effekt von 100 µM Adrenalin. Glukagon 29 und Glukagon 37 hatten
aber im Gegensatz zum Adrenalin keinen Einfluss auf den epithelialen Kurzschlussstrom
(Isc) (siehe Kap. 4.4.4, Abb. 13 B und C). Das Fehlen einer elektrophysiologischen
Veränderung am Epithel lässt aber nicht den Schluss zu, dass die untersuchten
Peptidhormone am Epithel keinen Einfluss auf bestimmte zelluläre Prozesse wie
Aufnahme oder Abgabe von Substanzen haben. Wie bereits im Kap. 5.5.2 beschrieben,
kann die durch Adrenalin hervorgerufene Isc-Änderung eine Folge der Stimulation eines
(in dieser Untersuchung nicht charakterisierten) elektrogen wirksamen
Transportmechanismus sein und muss nicht im direkten Zusammenhang mit
Glukosetransportprozessen stehen (siehe Anmerkung in Kap. 4.4.4).
Aufgrund der Hinweise aus der Literatur, dass Glukagon 29 und Glukagon 37 ebenfalls
wie Adrenalin über eine cAMP-Erhöhung wirksam werden (SHARP u. DEBNAM 1994;
FERRARIS u. DIAMOND 1997; STÜMPEL et al. 1997), wurde vermutet, dass dies
auch für die Stimulierung des ruminalen Glukoseuptakes zutrifft. Die Analyse von cAMP
in den Epithelien, welche mit Glukagon 37 behandelt waren, ergab eine tendenzielle
Erhöhung des cAMP-Gehaltes (siehe Kap. 4.4.3, Abb. 12), wobei die Aussagekraft
dieser Untersuchung nicht zu hoch bewertet werden kann (siehe Kap. 5.5.1).
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Schlussfolgernd kann anhand der eigenen Ergebnisse und anhand von Erkenntnissen am
Dünnndarm eine Beteiligung von Glukagonabkömmlingen an der Stimulation des
ruminalen SGLT-1 vermutet werden. In der vorliegenden Studie erwies sich Glukagon
37 als wesentlich stärker aktiv. So führte die serosale Zugabe von 10 nM Glukagon 37
beim Pansenepithel zu einer Steigerung der Glukoseaufnahme um mehr als 75% (siehe
Kap. 4.4.2, Abb. 11). Diese Beobachtung stützt die These von STÜMPEL et al. (1998),
in der Glukagon 37 bei der Regulation der intestinalen Glukoseaufnahme (am
Rattendarm) vermutlich die größere Bedeutung zukommt, während Glukagon 29 stärker
bei hepatischen Glukosetransportprozessen wirksam wird. Eine physiologische
Bedeutung von Glukagon 37 für die ruminale Glukoseresorption erscheint möglich, da
Hormone der Glukagon-Gruppe nicht nur aufgrund der vorhandenen
Glukosekonzentration nach Nahrungsaufnahme sezerniert werden (KNOWLTON et al.
1998; BORREBAEK et al. 1990), sondern weil Adrenalin eventuell kaskadenartig über
diese Hormone (v.a. Glukagon 37; CLAUSTRE et al. 1999) Einfluss auf den SGLT-1
nehmen kann.
Abschließend läßt sich postulieren, dass die Regulationsprinzipien des ruminalen SGLT-1
im Grunde denen am Dünndarm entsprechen. Lediglich die ernährungsabhängigen
phylogentischen Unterschiede zwischen der SGLT-1-Aktivität im Dünndarm von
Damwild und Schaf konnten nicht ohne weiteres auf die Verhältnisse am Pansen
übertragen werden. Hierbei haben vermutlich die unterschiedlichen Passagezeiten des
Futters einen dominierenderen Einfluss. Bezüglich der kurzfristigen Stimulation der
Glukoseaufnahme durch das Substratabgebot und hormonelle Einflüsse über cAMP ist
eine Übertragbarkeit der vom Dünndarm bekannten Verhältnisse aber durchaus gegeben.
Für die Stimulation des SGLT-1 durch Adrenalin wurde am Schafspansen der
intrazelluläre Regulationsweg nachvollzogen.
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6 Zusammenfassung
Regulationsprinzipien des SGLT-1 im Pansen unter besonderer Berücksichtigung einer
hormonellen Steuerung durch Adrenalin
Titus Borau
Veterinär-Physiologisches Institut, Veterinärmedizinische Fakultät, Universität Leipzig
eingereicht im April 2004
109 S.; 132 Lit.; 2 Tab.; 20 Abb.; Anhang incl. 7 Tab.
In unserem Institut wurde in vorangegangenen Studien der Nachweis für die Präsenz des
Natrium-Glukose-Kotransporters (SGLT-1) im Pansenepithel von Schafen sowohl auf
molekularbiologischer als auch auf funktioneller Ebene erbracht.
Im Dünndarm von Monogastriern und Wiederkäuern hängt die Aktivität des SGLT-1 im
Wesentlichen vom phylogenetischen Ernährungstyp (Wiederkäuer: Konzentrat-
selektierer oder Rauhfutterkonsumenten), vom aktuellen Substratangebot und der
Beeinflussung durch stoffwechselaktive Hormone ab. Es ist bekannt, dass bei vermehrter
Aufnahme leicht verdaulicher Kohlenhydrate die Präsenz des intestinalen SGLT-1 erhöht
ist. Eine Stimulation des SGLT-1 durch den intrazellulären Messenger cAMP ist
beschrieben. Im Rattendünndarm wurde eine cAMP-vermittelte Erhöhung der
Glukoseaufnahme durch pankreatisches Glukagon 29, enterisches Glukagon 37 und
Adrenalin nachgewiesen. Die vorliegenden In-vitro- Studien am Pansenepithel waren der
Frage gewidmet, inwiefern sich die bisher am Dünndarm untersuchten Regulationswege
auf den ruminalen SGLT-1 übertragen lassen. Dies betraf im Einzelnen:
ÿ Phylogenetische Unterschiede bei der ruminalen SGLT-1-Aktivität zwischen
verschiedenen Ernährungstypen (Schaf, Damwild)
ÿ Regulation des SGLT-1 durch kurzfristige Änderungen des Substratangebots
ÿ Steigerung der Glukoseaufnahme durch Hormone (Katecholamine u. Glukagon),
Die Studien wurden mittels einer modifizierten Ussing-Kammer-Technik durchgeführt.
Von Schafen und Damwild wurde die Tunica mucosa der Pansenepithelien präpariert und
in Ussing-Kammern inkubiert. Nach einer einminütigen mukosalen Inkubation mit D-
Glukose (einschließlich 14C-markierter Glukose) erfolgte die Bestimmung der
Glukosekonzentration im Epithelzelllysat mittels Szintillationszählung der radioaktiv
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markierten Glukose. Der Einfluss verschiedener Substanzen auf die Glukoseaufnahme
wurde durch entsprechende Vorinkubation untersucht. Es konnten folgende Befunde
erhoben werden:
ÿ Die ruminale Glukoseaufnahme bei einer mukosalen Glukosekonzentration von 200
µM erfolgt bei Schafen zu ca. 60 % über den SGLT-1, bei Damwild betrug dieser
Anteil nur etwa 25 %.
ÿ Eine mehrstündige Erhöhung des mukosalen Glukoseangebotes auf 10 mM
resultierte in einer ca. 50%igen Steigerung der SGLT-1-vermittelten
Glukoseaufnahme beim Schaf.
ÿ Die Hormone Glukagon 37 und Adrenalin bewirkten am Schafspansen eine deutliche
Steigerung der SGLT-1-vermittelten Glukoseaufnahme. Glukagon 29 hatte einen
geringen Effekt, während Noradrenalin die Glukoseaufnahme nicht nachweisbar
beeinflusste.
ÿ Im Rahmen einer detaillierteren Charakterisierung des Adrenalineffektes konnte eine
Stimulation des SGLT-1 auch durch den b -Rezeptoragonist Isoproterenol und den
b 2-spezifischen Agonisten Terbutalin ausgelöst werden. Andere rezeptorspezifische
Agonisten ( a 1, a 2, b 1 und b 3) hatten keinen Einfluss.
Schlussfolgernd lässt sich postulieren, dass der SGLT-1 bei Schafen der bedeutendste
Transportmechanismus für die ruminale Glukoseaufnahme ist und bei Damwild im
Gegensatz zu den vom Dünndarm bekannten Verhältnissen eine untergeordnete Rolle
spielt. Eine Steuerung ist ähnlich wie im Dünndarm sowohl durch erhöhtes
Glukoseangebot als auch durch Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration
möglich. Die Hormone Adrenalin und Glukagon 37 stimulieren die Glukoseaufnahme in
den getesteten Konzentrationen signifikant. Der Signalweg der Adrenalin-vermittelten
Stimulation verläuft über Aktivierung der Adenylatzyklase und Proteinkinase A. Dafür
scheint ein b 2-Rezeptor im Pansenepithel verantwortlich zu sein. Die praktische Relevanz
der untersuchten Stimulierbarkeit des SGLT-1 könnte in vivo in der schnellen Entfernung
überschüssiger Glukosemengen aus dem Vormagen liegen, um eventuell einer
bakteriellen Dysfermentation im Pansen entgegenzusteuern.
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7 Summary
Regulatory principles for SGLT-1 in the rumen with emphasis on the hormonal
regulation by epinephrine
Borau, Titus
Institute of Physiology; Faculty of Veterinary Medicine, University of Leipzig
submitted in April 2004
109 pp.; 132 ref.; 2 tab., 20 fig.; appendix incl. 7 tab.
Recent studies evidenced the presence of the sodium / glucose cotransporter, SGLT-1, in
ruminal epithelia of sheep and showed its ability to absorb glucose. Concerning the
possibility of regulation of SGLT-1, the influence of substrate concentration has been
reported in other tissues. There are phylogenetic adaptions according to the feeding
habits of different ruminants (grass and roughage consumer, intermediate mixed feeder
and concentrate selectors) and the possibility to short-term adaption in response to the
availability of easely fermentable carbohydrates. Furthermore, some hormones are known
to stimulate glucose uptake. The important role of cyclic AMP (cAMP) as an
intracellular mediator and stimulator of glucose uptake is well described. There is
evidence for the influence of hormones stimulating the SGLT-1 by rising the cAMP level.
Stimulation of intestinal glucose uptake occured after preincubation with pancreatic
glucagon (glucagon 29), enteric glucagon (glucagon 37) and epinephrine in the rat small
intestine.
To proove whether the regulatory priciples of the intestinal SGLT-1 apply also to the
SGLT-1 in the ruminant forestomach, the heredescribed studies addressed the following
topics:
ÿ Quantification of SGLT-1-mediated glucose uptake in the rumen of ruminants with
different feeding habits (sheep vs. fallow deer)
ÿ Short-term regulation of glucose uptake by substrate availability
ÿ Modulation of glucose uptake by hormones with stimulatory effects on cAMP level
Glucose uptake studies were performed in vitro using a modified Ussing chamber
technique. Ruminal epithelia were incubated on the mucosal side with glucose (including
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50 kBq 14C-glucose) for 1 min. Glucose content of the lysed epithelia was measured by
scintillation counting. The influence of certain substances on glucose uptake was
investigated by preincubation with these substances either on the serosal, mucosal or
both sides of the epithelia.
RESULTS
ÿ Ruminal glucose absorption in sheep is mediated to approximately 60 % by
SGLT-1, whereas the SGLT-1 of fallow deer transports only 25 % of the glucose (at
a mucosal glucose concentration of 200 µM).
ÿ After mucosal preincubation with 10 mM glucose for several hours, the SGLT-1-
mediated glucose uptake of sheep rumen raised up to 150 %.
ÿ The hormones glucagon 37 and epinephrine increased SGLT-1-mediated glucose
transport in the sheep rumen. A minor stimulation was also observed after addition of
glucagon 29, whereas norepinephrine had no effect on glucose uptake.
ÿ The effect of epinephrine was characterized in detail. It could be simulated by using
the b -receptor agonist isoproterenol as well as the b 2-receptor agonist terbutaline.
No effect was observed with a 1-, a 2-, b 1- and b 3-receptor agonists.
These results lead to the following conclusions:
SGLT-1 is the most important transport mechanism for ruminal glucose uptake in sheep.
In contrast to the high SGLT-1-activity in the intestine of fallow deer, there is only a
minor relevance in the rumen of this species. A fast significant stimulation of the ruminal
SGLT-1 of sheep in vitro is possible by rising glucose supply and serosal addition of
epinephrine and glucagon 37 in the tested concentrations. Glucagon 29 and
norepinephrine had no effect on SGLT-1 under the used experimental conditions. The
intracellular signalling of the epinephrine action involves the pathway via adenylate
cyclase and protein kinase A. The investigated effect of epinephrine is mediated by b 2-
adrenoceptors. The priciples of regulation of the ruminal SGLT-1 are similar to the
intestine.
Perhaps, in vivo, up-regulation of glucose absorption by substrates and hormones is
important for a fast removal of excess glucose from rumen to prevent dysfermentation.
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VIII
9 Anlagen
9.1 Übersicht über die bei den Versuchen verwendeten Tierspezies
und –zahlen
Tab. A1: Auflistung der verwendeten Versuchstiere nach Anzahl (N) und der daraus
resultierenden Zahl der Stichproben (n)
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9.2 Pufferlösungen
Tab. A2: Zusammensetzung der natriumhaltigen Pufferlösungen (Transport- und
Versuchspuffer)
glukosehaltig glukosefrei glukosefrei mit
Indometacin
Substanz Konzentration (mM) Konzentration (mM) Konzentration (mM)
NaCl 75 75 75
KCl 5,4 5,4 5,4
CaCl2 * 2 H2O 1 1 1
MgCl2 * 6 H2O 1,2 1,2 1,2
NaH2PO4 * H2O 0,6 0,6 0,6
Na2HPO4 * 2 H2O 2,4 2,4 2,4
L-Glutamin 1 1 1
IX
Na-Azetat * 3 H2O 10 10 10
Na-Propionat 10 10 10
Buttersäure 10 10 10
Na-D/L-Laktat 5 5 5
HEPES-free acid 10 10 10
NaOH 10 10 10
D-Mannit 30 40 40
D-Glukose 10 0 0
Indometacin 0 0 0,01
Na-Konzentration 115,4 115,4 115,4
Osmolarität
(mosmol× l-1)
288 – 5 288 – 5 288 – 5
pH-Wert 7,40 – 0,04 7,40 – 0,04 7,40 – 0,04
Tab. A3: Zusammensetzung der natriumfreien und glukosefreien Pufferlösung
Substanz Konzentration (mM)
NMDG 115,4
CaCl2 * 2 H2O 1
MgCl2 * 6 H2O 1,2
KH2PO4 0,6
K2HPO4 * 3 H2O 2,4
L-Glutamin 1
Essigsäure 10
Propionsäure 10
Buttersäure 10
D/L-Milchsäure (87%) 5
HCl 80,4
HEPES-free acid 10
D-Mannit 40
Na-Konzentration 0
Osmolarität (mosmol× l-1) 288 – 5
pH-Wert 7,40 – 0,04
XOsmolalitätsbestimmung:
Die Osmolalität der verwendeten Pufferlösungen wurde mit einem Knauer® Osmometer
Automatic nach dem Prinzip der Gefrierpunktserniedrigung bestimmt.
pH-Wert-Messung:
Der pH-Wert der Pufferlösungen wurde mit einem pH-Meter (pH 90) der Fa. WTW
gemessen. Die pH-Einstellung erfolgte in der Ussingkammer, nachdem der Puffer
mindestens 15 min erwärmt und begast worden war.
9.3 Verwendete Chemikalien und Substanzen
Tab. A4: Auflistung der Substanzen und ihrer Herkunft
Chemikalien, Testsubstanzen Hersteller / Händler
Aquasafe ® 300 Plus Zinsser
BCA (free acid) Fluka
BRL 37344 Sigma
BSA Sigma
Bupranolol-HCl Geschenk von Schwarz Pharma
Buttersäure Merck
CaCl2 * 2 H2O Merck
cAMP-ELISA Testkit IBL
Clonidin-HCl Calbiochem
CuSO4* 5H2O Merck
D-[U14-C]Glukose Amersham Pharmacia Biotech
D/L-Milchsäure (87 %) Sigma
D-Glukose Merck
D-Mannit Sigma
DMSO Sigma
Dobutamin-HCl Sigma
XI
Essigsäure Merck
Ethanol Merck
Forskolin Calbiochem
Glukagon 29 Sigma
Glukagon 37 Sigma
H-89 Sigma
HCl Merck
HEPES (free acid) Sigma
Indometacin Sigma
Isoproterenol-HCl Sigma
K2HPO4 * 3 H2O Merck
KCl Merck
KH2PO4 Merck
L-Adrenalin (L-Epinephrin) Fluka
L-Glutamin Merck
L-Noradrenalin Fluka
Methoxamin-HCl Sigma
MgCl2 * 6 H2O Merck
Na2CO3 Merck
Na2HPO4 * 2 H2O Merck
Na2-Tartrat*2 H2O Merck
Na-Azetat * 3 H2O Merck
NaCl Merck
Na-D/L-Laktat Sigma
NaH2PO4 * H2O Merck
NaHCO3 Merck
NaOH Merck
Na-Propionat Sigma
NMDG Sigma
Phlorizin Sigma
Prazosin-HCl Sigma
Propionsäure Merck
Sauerstoff (100 %) Messer Griesheim
Terbutalin Sigma
Yohimbin-HCl Sigma
XII
9.4 Lösungsmittel der Substanzen
Tab. A5: Verwendete Lösungsmittel
Substanz Lösungsmittel
alle Pufferzutaten (Tab. 1 + 2); D-Glukose Aqua dest.
BRL 37344; Clonidin-HCl; Dobutamin-
HCl; Isoproterenol-HCl; Methoxamin-HCl;
Prazosin-HCl; Terbutalin
Aqua dest.
L-Adrenalin; Glukagon 29; Glukagon 37;
L-Noradrenalin
5 vol% Essigsäure mit 0,1% BSA
D-[U14-C]Glukose 50 vol% Ethanol
Phlorizin 100 vol% Ethanol
Bupranolol-HCl; Forskolin; H-89;
Yohimbin-HCl
DMSO
Als Negativkontrolle wurde jeweils anstelle der eingesetzten Pharmaka das
Lösungsmittel in der entsprechenden Menge zugegeben (außer Aqua dest.).
9.5 Verwendete Adrenozeptor-Agonisten und -Antagonisten
Tab. A6: AdrenozeptorAgonisten, -Antagonisten und eingesetzte Endkonzentrationen
Rezeptor Agonist Konz. (M) Antagonist Konz. (M)
a 1 Methoxamin 10-4 Prazosin 10-6
a 2 Clonidin 10-5 Yohimbin 10-5
b 
Isoproterenol 10-4 Bupranolol 10-4
b 1 Dobutamin 10-5
b 2 Terbutalin 10-5
b 3 BRL 37344 10-5
XIII
9.6 Zusammensetzung des BCA-Reagenz zur Proteinanalyse (nach
SMITH et al. 1985)
Tab. A7:
Reagenz A Konzentration (mM) Reagenz B Konzentration (mM)
BCA (free acid) 26 CuSO4* 5 H2O 160
Na2CO3 161
NaOH 152
NaHCO3 115
Na2-Tartrat*2 H2O 7
-Mischung von 100 Volumen-Anteilen Reagenz A mit 2 Volumen-Anteilen Reagenz B
-pH-Wert (Reagenz A): 11,25
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